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Tirozin kinazni inhibitorji (TKI-ji) so majhne molekule za tarčno zdravljenje rakavih celic. 
Po zaužitju se TKI-ji izločijo preko fekalij in urina v vodno okolje ter imajo morebitne 
škodljive učinke na ne-tarčne organizme, ki v takem okolju živijo. V magistrski nalogi 
smo raziskovali citotoksično in genotoksično delovanje šestih TKI-jev: erlotiniba (ERL),  
sorafeniba (SOR), regorafeniba  (REG), dasatiniba (DAS), imatinib mezilata (IM) in 
nilotiniba (NIL) na in vitro modelu jetrnih celic rib cebric (Danio rerio; ZFL). 
Citotoksičnost smo raziskovali z barvanjem celic s propidijevim jodidom in pretočno 
citometrijo, vpliv na celični cikel z barvanjem celic s Hoechst 33342 in pretočno 
citometrijo, vpliv na genomsko stabilnost pa z dvema različicama testa mikrojeder, in sicer 
s testom mikrojeder s pretočno citometrijo ter testom mikrojeder z ustavitvijo citokineze. 
Celice ZFL so bile v vseh poskusih TKI-jem izpostavljene 72 ur pri različnih 
koncentracijah posameznega TKI-ja. Pri testu mikrojeder z ustavitvijo citokineze, s 
katerim smo potrjevali rezultate dobljene s testom mikrojeder s pretočno citometrijo, so 
bile celice TKI-jem izpostavljene le eni koncentraciji. Rezultati so pokazali, da so določeni 
TKI-ji, in sicer SOR (4 µM), DAS (0,015, 0,03 in 0,06 µM) in NIL (5, 10 in 20 µM) 
značilno vplivali na živost celic ZFL. Po 72 urah izpostavitve TKI-ji niso značilno vplivali 
na celični cikel celic ZFL kot tudi ne na genomsko stabilnost celic ZFL pri pogojih 
izpostavitve. Slednje smo potrdili tudi s klasično metodo testa mikrojeder z ustavitvijo 
citokineze. Noben izmed proučevanih TKI-jev ni značilno vplival na število mikrojeder, 
nukleoplaznmatskih mostičkov in jedrnih brstov, medtem ko so na jedrni delitveni indeks 
značilno vplivali SOR (4 µM), REG (3 µM) in NIL (20 µM). 
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(REG), dasatinib (DAS), imatinib mesylate (IM) and nilotinib (NIL) on an in vitro model 
of zebrafish liver cell line (Danio rerio; ZFL cells). Cytotoxicity was investigated by 
staining of cells with propidium iodide and flow cytometry, effect on the cell cycle by 
staining with Hoechst 33342 and flow cytometry, and effect on genomic stability by two 
variants of micronucleus test; micronucleus test with flow cytometry and cytokinesis-block 
micronucleus (CBMN) assay. ZFL cells were exposed to TKIs for 72 hours at different 
concentrations of individual TKI in all experiments. In the CBMN assay, which confirmed 
the results obtained by flow cytometry micronucleus assay, cells were exposed to TKIs at 
only one concentration. The results showed that certain TKIs, namely SOR (4 µM), DAS 
(0.015, 0.03, and 0.06 µM) and NIL (5, 10, and 20 µM), significantly influenced the 
viability of ZFL cells. After 72 hours of exposure, TKIs did not significantly affect the cell 
cycle of ZFL cells as well as the genomic stability of ZFL cells under exposure conditions. 
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Farmacevtski izdelki imajo velik doprinos k daljšemu in bolj zdravemu življenju. 
Njihova uporaba se vse bolj povečuje, s tem pa tudi njihova prisotnost v okolju. Preko 
urina in fecesa se kot mešanice nespremenjenih starševskih spojin in metabolitov 
izločajo v okolje. Najpogosteje pridejo v stik z okoljem preko izpustov iz bolnišničnih 
čistilnih naprav, izcedne vode na odlagališčih in v manjši meri preko izpustov 
farmacevtske industrije. Njihovi nenehni izpusti predstavljajo vse večjo stalnico v 
vodnem okolju (Heath in sod., 2016). 
 
Pomembna skupina farmacevtikov, ki onesnažujejo vodno okolje so protirakava 
zdravila, med katera poleg antineoplastikov sodijo tudi citostatiki. Citostatiki so skupina 
visoko aktivnih kemoterapevtskih agensov, ki preprečujejo, ali motijo proliferacijo 
tumorskih celic. Neposredno, ali posredno vplivajo na strukturo in funkcijo DNA tako 
tarčnih kot tudi ne-tarčnih celic (Heath in sod., 2016). Na celice delujejo citotoksično, 
genotoksično, mutageno ter teratogeno (Kosjek in Heath, 2011). Ker se v okolju 
pojavljajo v majhnih količinah (ng/L in manj), do nedavnega niso vzbujali velikega 
zanimanja, saj ni bilo razvitih ustreznih metod za njihovo zaznavanje. Z razvojem novih 
analitičnih postopkov je njihovo vsebnost moč določiti (Kosjek in Heath, 2011). Poleg 
vpliva na organizme, ki živijo v vodnem okolju, citostatiki vplivajo tudi na osebe, ki teh 
zdravil ne jemljejo, vendar so jim izpostavljene posredno. V 70. letih prejšnjega stoletja 
so ugotovili, da citostatiki lahko ogrožajo zdravje in varnost ljudi, ki so citostatikom 
poklicno izpostavljeni (delavci v farmacevtski industriji, zdravniki in medicinske sestre) 
(Connor in McDiarmid, 2006). Citostatikom so posredno izpostavljeni tudi družinski 
člani, ki živijo z bolnikom, ki prejema terapijo s citostatiki na domu. Predpostavljajo, da 
so zaradi specifičnega delovanja citostatikov poškodbam izpostavljeni vsi evkariontski 
organizmi, pri čemer je najbolj skrb vzbujajoča teratogenost, do katere pride že pri 
izpostavljenosti majhnim količinam (ng/L). Trenutno je uporaba citostatikov v 
primerjavi z drugimi farmacevtskimi sredstvi majhna. Najbolj razširjena je uporaba 5-
fluorouracila (5-FU), gemcitabina, ifosfamida (IF), ciklofosfamida (CP) in metotreksata 
(MET) (Kosjek in Heath, 2011).  
 
Anatomsko-terapevtsko-kemični (ATC) klasifikacijski sistem uvršča citostatike v razred 
L – antineoplastična in imunomodulacijska sredstva (Kovalova, 2009). Glede na 
mehanizem delovanja citostatike razvrščamo v različne skupine. Najpogosteje 
uporabljene skupine citostatikov vključujejo: 
1. Alkilirajoča sredstva, ki se kovalentno vežejo na DNA in RNA in tvorijo adukte 
(ciklofosfamid, ifosfamid, klorambucil, busulfan, temozolomid, cisplatin, 
karboplatin in oksaliplatin); 
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2. Antimetabolite, ki se vgradijo v celične strukture in zavirajo sintezo nukleinskih 
kislin, kar vodi v celično smrt (metotreksat, fluorouracil, kapecitabin, citarabin, 
fludarabin, kladribin, gemcitabin); 
3. Topoizomerazne inhibitorje, ki se vgradijo med DNA bazne pare in motijo 
delovanje, ali sintezo nukleinskih kislin (topotekan, irinotekan in derivati 
epipodofilotoksina, kot je etopozid); 
4. Citotoksične antibiotike, ki motijo delovanje ali sintezo DNA (antraciklini, kot 
so doksorubicin, epirubicin, bleomicin, mitomicin); 
5. Rastlinske alkaloide in druga sredstva naravnega izvora, ki navadno motijo 
delovanje mitotskega vretena (vinblastin, vinkristin in vinorelbin); 
6. Metilhidrazine (prokarbazin); 
7. Druge antineoplastilčne snovi (monoklonska protitelesa in inhibitorji 
proteinskih kinaz) (Petit in sod., 2017). 
 
Kemoterapija je poleg kirurške odstranitve in obsevanja rakavega tkiva, ena od glavnih 
pristopov pri zdravljenju raka, saj preprečuje rast in proliferacijo celic. Odmerki 
kemoterapije so običajno določeni na podlagi izračuna telesne površine in so izraženi v 
mg/m2. Večina citostatikov pride v telo intravensko. V telo jih lahko vnesemo tudi 
intramuskularno, intraosalno (preko injiciranja v kost), intralezionalno, lokalno ali 
oralno. Približno 75 % bolnikov onkološka zdravila prejme injekcijsko ali preko 
infuzije v bolnišnici. Ti bolniki lahko del citostatikov izločijo v bolnišnici, saj 
zdravljenje traja do nekaj ur, farmakodinamika nekaterih citostatikov pa je relativno 
hitra. Del citostatikov lahko bolniki izločijo doma. Slednje predstavlja večjo skrb za 
okolje, saj se citostatiki tako znajdejo tudi v komunalnih vodah (Kosjek in Heath, 
2011). 
 
V zadnjem času na veljavi vse bolj pridobivajo majhne molekule za tarčno zdravljenje 
rakavih celic. Ene od teh majhnih molekul so tudi kinazni inhibitorji, ki so se izkazali 
kot zelo učinkovito sredstvo pri zdravljenju različnih vrst raka. Protein kinaze so za 
receptorji povezanimi z G proteini, druga najbolj pogosta tarča delovanja tarčnih 
zdravil. Od razvoja prvega protein kinaznega inhibitorja v 80. letih prejšnjega stoletja je 
bilo do danes odobrenih 37 kinaznih inhibitorjev za zdravljenje malignosti, kot sta rak 
na dojki in pljučih. Poleg tega je okoli 150 kinazno-tarčnih zdravil v klinični in 
predklinični fazi preizkušanj. Kljub temu, veliko dejavnikov ovira klinično učinkovitost 
teh molekul. Specifična tumorska genetika, tumorsko mikrookolje, odpornost na 
zdravila in farmakogenomika določajo, kako uporabna bo spojina pri zdravljenju 
določenega raka (Bhullar in sod., 2018). 
 
Zdravila se običajno jemlje skozi daljše časovno obdobje, predvsem v domačem okolju. 
V okolje citostatiki prehajajo preko komunalnih odplak, ki nimajo ustreznih sistemov za 
njihovo odstranjevanje. Zaradi zunanjih vplivov se v okolju lahko spremenijo in tvorijo 
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transformacijske produkte, ki imajo možen učinek na ne-tarčne organizme. Razvoj 
natančnih analitskih metod, ki omogočajo zaznavanje že zelo nizkih (ng/L ali manj) 
koncentracij citostatikov v okolju, je omogočil boljši vpogled v delovanje, pojavljanje 
in vpliv citostatikov v okolju (Kosjek in Heath, 2011; Kovalova, 2009). 
 
1.1     NAMEN DELA 
 
Namen magistrskega dela je bil raziskati vpliv izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev (iz 
angl.  tyrosine kinase inhibitors; TKIs) na živost in genomsko stabilnost jetrnih celic 
(ZFL celice) rib cebric (Danio rerio) v in vitro pogojih. Pri delu smo preučevali 
delovanje šestih TKI-jev (erlotinib,  sorafenib, regofarenib, dasatinib, imatinib mezilat 
in nilotinib), ki se uporabljajo pri zdravljenju različnih vrst raka. Poleg njihovega 
genotoksičnega in citotoksičnega delovanja, nas je zanimal tudi njihov vpliv na celični 
cikel. 
 
1.2     DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predvidevamo, da bodo izbrani inhibitorji tirozinskih kinaz: 
1. vplivali na živost jetrnih celic rib cebric (ZFL);  
2. vplivali na celični cikel celic ZFL; 
3. vplivali na genomsko stabilnost celic ZFL. 
 
Predvidevamo tudi, da se bodo učinki delovanja izbranih inhibitorjev tirozinskih kinaz 
na celice ZFL razlikovali. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
Zdravila imajo pomembno vlogo pri zdravljenju in preprečevanju bolezni tako pri 
ljudeh kot tudi pri živalih. Zaradi same narave zdravil, imajo lahko le-ta nenamerne 
stranske učinke na živali in mikroorganizme v okolju. Čeprav stranske učinke na 
zdravje ljudi in živali običajno preučujejo v varnostnih in toksikoloških študijah, so 
možni vplivi proizvodnje in uporabe zdravil na okolje slabo raziskani. Nekatera zdravila 
lahko vplivajo na bakterije in živali pri veliko nižjih koncentracijah kot se jih običajno 
uporablja pri preizkusih varnosti in učinkovitosti. Poleg tega imajo lahko stranski 
produkti, ki nastanejo pri razpadu, v kombinaciji z različnimi biološko aktivnimi 
snovmi nepričakovan vpliv na okolje. Čeprav lahko dokaj zanesljivo trdimo, da te snovi 
ne škodujejo ljudem, smo šele v zadnjem času začeli raziskovati, ali  tovrstna zdravila 
vplivajo na organizme, ki se v okolju nahajajo ter kakšen je njihov pomen za zdravje 
okolja. Razvoj analitskih tehnik, kot je tekočinska kromatografija skupaj s tandemsko 
masno spektrometrijo (LC-MS-MS),  omogočajo boljše razumevanje usode zdravil, ki 
se znajdejo v okolju in lažje določanje koncentracij le-teh v tleh, odpadnih, površinskih 
ter podzemnih vodah (Boxall, 2004). 
 
Proizvodnja in poraba človeških zdravil, vključno z antibiotiki, statini in citotoksini, ki 
se uporabljajo pri zdravljenju raka, lahko doseže več kot tisoč ton letno. Problematične 
so tudi velike količine veterinarskih zdravil, na primer paraziticidov, antibakterijskih in 
protiglivnih zdravil, ki jih uporabljamo v ribogojstvu in kmetijstvu ter tako predstavljajo 
stres za okolje. Omenjena zdravila pogosto pronicajo direktno v tla ter se izlivajo v 
površinske vode brez predhodnega čiščenja v čistilnih napravah (Boxall, 2004). 
 
Ko se zdravila sprostijo v okolje, se prenesejo in porazdelijo po zraku, vodi, zemlji ali 
usedlinah. Na porazdelitev vplivajo fizikalno kemijske lastnosti spojine ter lastnosti 
okolja, ki bo to spojino prejelo. Stopnja transporta farmacevtskega izdelka je odvisna 
predvsem od sorpcijskega delovanja snovi v tleh, sedimentno-vodnega sistema in 
čistilnih naprav (Boxall, 2004). Farmacevtike lahko razgradijo biološki organizmi v 
sistemih za obdelavo, v vodnih telesih in v tleh. Prav tako se lahko razgradijo abiotsko. 
Na splošno ti procesi zmanjšujejo učinkovitost zdravil, vendar imajo nekateri razgradni 
produkti podobno strupenost kot starševske spojine (Hallingsörensen in sod., 2002). 
Poleg tega se razgradnja zdravilne učinkovine močno razlikuje glede na kemijo, 
biologijo in podnebne razmere  (Boxall, 2004). 
 
Človeški in živalski terapevtiki se v okolje sproščajo po različnih poteh. Ostanki, ki se 
sprostijo med postopkom proizvodnje, lahko na koncu vstopijo v površinske vode. Po 
uporabi se človeška zdravila absorbirajo, presnovijo in nato izločijo v kanalizacijski 
sistem. Preden vstopijo v vodo in zemljo gredo običajno skozi čistilne naprave. 
Antibakterijska zdravila za zdravljenje rib in kozic v ribogojstvu se neposredno 
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sproščajo v površinske vode. Prav tako se v površinske vode sproščajo veterinarska 
zdravila za zdravljenje pašnih živali. Pri intenzivnem zdravljenju živine preidejo ta 

















Slika 1: Različne poti vstopa farmacevtikov v okolje (povzeto po Boxall, 2004). 
 
Urad  za hrano in zdravila ZDA (iz angl. Food and Drug Administration; FDA) od leta 
1980 preverja ocene tveganja za okolje, in sicer za vodne in kopenske organizme za 
zdravila za humano in veterinarsko uporabo zdravil, preden je izdelek dostopen na trgu 
(Breton in Boxall, 2003). Podobne zahteve je leta 1997 uvedla tudi EU. V študijah 
tveganja za okolje znanstveniki preučujejo možne negativne učinke na testnih 
organizmih, kot so ribe, vodne bolhe, alge, bakterije, deževniki in rastline. Farmacevtiki 
so zasnovani tako, da interagirajo s človeškimi in živalskimi receptorji. Učinkujejo 
lahko tudi na nižje razvite živali, ki imajo receptorske sisteme podobne našim. Poleg 
tega farmacevtiki negativno delujejo na organizme, ki povzročajo bolezni pri ljudeh in 
živalih, a imajo ključno vlogo pri delovanju ekosistemov. Ker se človeška zdravila 
nenehno sproščajo v okolje, je izpostavljenost okolijskih organizmov le-tem veliko 
daljša. Raziskovalci so zato začeli preučevati učinke, ki jih povzroča dolgotrajna 
izpostavljenost zdravil pri nizkih koncentracijah. Doslej so poročali o širokem razponu 
vplivov na ne-tarčne organizme, vključno z učinki na zorenje oocitov in testisov, 
vplivom na fiziologijo in vedenje žuželk, zaviranjem ali spodbujanjem rasti vodnih 
rastlin in alg ter razvojem odpornosti talnih mikrobov (Boxall, 2004). 
 
Leta 2010 je Stockholm County Council objavil klasifikacijski sistem, ki razvršča 
zdravila glede na nevarnost za okolje na podlagi indeksa PBT (iz angl. persistence, 
bioaccomulation, toxicity oziroma obstojnost, bioakumulacija in toksičnost). Zdravila z 
večjim indeksom PBT imajo večjo nevarnost za okolje. Med ta zdravila sodijo tudi 
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farmacevtska sredstva za zdravljenje raka. Klasifikacija temelji na razmerju med 
vrednostjo PEC (iz angl. predicted environmental concentracion oziroma predvidena 
okolijska koncentracija) in vrednostjo PNEC (iz angl. predictive no effect concentration 
oziroma predvidena okolijska koncentracija brez učinka). Večina zdravil za okolje ne 
predstavlja tvegane akutne toksičnosti, kar pa ne velja za protirakava zdravila 
(Agerstrand in sod., 2009). 
 
2.1     RAK IN NJEGOVO ZDRAVLJENJE 
 
2.1.1     Rak 
 
Z izrazom rak označujemo skupino bolezni, za katere je značilna nenadzorovana rast 
nenormalnih celic kjerkoli v telesu. Nenormalne celice imenujemo rakave, maligne ali 
tumorske celice in imajo zmožnost vključevanja v zdravo tkivo (Cole in Kramer, 2016). 
Številni tipi rakavih obolenj in nenormalnih celic, ki sestavljajo rakavo tkivo, se 
identificirajo po imenu tkiva, iz katerega so izvirale nenormalne celice (npr. rak dojke, 
pljučni rak, kolorektalni rak). Poznanih je več kot 200 vrst rakavih obolenj. Nacionalni 
inštitut za raka (iz angl. National Cancer Institute; NCI) iz ZDA jih po pogostosti 
razvršča v šest kategorij: 
1. Karcinom: rak, ki se razvije v koži ali tkivih, ki pokrivajo ali prekrivajo notranje 
organe; kožni in pljučni rak, rak debelega črevesja, rak trebušne slinavke in 
jajčnikov, epitelijski, skvamozni ter bazalnocelični karcinomi, melanomi, 
papilomi in adenomi; 
2. Sarkom: rak, ki se razvije v kosteh, hrustancu, maščobi, mišicah, krvnih žilah ali 
drugih vezivnih in podpornih tkivih; kostni in mehkotkivni rak, osteosarkom, 
sinovialni sarkom, liposarkom, angiosarkom, rabdosarkom in fibrosarkom; 
3. Levkemija: rak, ki se razvije v krvotvornih organih, kot je kostni mozek ter 
povzroči razvoj velikega števila nenormalnih krvnih celic, ki vstopijo v kri; 
limfoblastna levkemija, kronična mieloična levkemija, T-celična levkemija in 
levkemija lasnih celic; 
4. Limfom in mielom: rak, ki se razvije v celicah imunskega sistema; T-celični 
limfom, B-celični limfom, Hodgkinov limfom, ne-Hodgkinov limfom in 
limfoproliferativni limfomi; 
5. Rak centralnega živčnega sistema: rak, ki se razvije v možganskem in 
hrbtenjačnem tkivu; gliomi, meningiomi, tumorji hipofize, vestibularni švanom, 
primarni limfomi centralnega živčnega sistema in primitivni nevroektodermalni 
tumorji (povzeto po MedicineNet, 
https://www.medicinenet.com/cancer/article.htm#cancer_facts).  
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Preglednica 1: Ocena števila novih primerov in smrti za posamezno vrsto raka v svetu (povzeto po 
NCI za leto 2016). 
Vrsta raka Ocenjeno število novih 
primerov 
Ocena smrti 
Rak na mehurju 76 960 16 390 
Rak na dojki 246 660  40 450 
Kolorektalni rak 134 490 49 190 
Rak maternice 60 050 10 470 
Rak ledvic 62 700  14 240 
Levkemija 60 140 24 400 
Rak pljuč 224 390 158 080 
Melanom 76 380 10 130 
Ne-Hodgkinov limfom 72 580 20 150 
Rak trebušne slinavke 53 070 41 780 
Rak prostate 180 890 26 120 
Rak ščitnice 64 300 1 980 
 
Na pojav in tip raka vplivajo številni dejavniki, kot so spol, starost, rasa, lokalni 
okolijski dejavniki, prehrana in genetika. Posledično se pojavnost in vrsta raka razlikuje 
glede na omenjene dejavnike. Po podatkih svetovne zdravstvene organizacije (iz angl. 
World Health Organization; WHO) je rak vodilni vzrok smrti po vsem svetu (približno 
22 % vseh smrti, ki niso povezane z nalezljivimi boleznimi) (Cole in Kramer, 2016). 
Največ smrti povzroča rak pluč, rak želodca, rak jeter, rak črevesja in rak dojke. 
Ocenjujejo, da se bo smrtnost zaradi raka do leta 2030 povečala za 70 % (povzeto po 
MedicineNet, https://www.medicinenet.com/cancer/article.htm). 
 
Proces, pri katerem normalne celice pridobijo lastnosti malignih celic zahteva mutacije, 
zaradi katerih pride do sprememb in poškodb genoma. Te poškodbe so lahko posledica 
endogenih procesov, kot so napake pri podvajanju DNA, intrinzična nestabilnost 
določenih DNA baznih parov ter poškodbe zaradi prostih radikalov, ki nastanejo v 
procesu metabolizma. DNA poškodbe lahko nastanejo tudi kot posledica zunanjih 
dejavnikov, kot so ionizirajoče sevanje, UV sevanje ter kemični kancerogeni (Bertram, 
2000). Vse to lahko vodi v kancerogenezo, ki jo v grobem lahko razdelimo na tri 
stopnje: iniciacija, promocija in progresija. V prvi fazi, iniciaciji, se med podvajanjem 
DNA kopičijo mutacije, ki jih celica ne more popraviti. Posledica tega je 
nenadzorovano izražanje protoonkogenov in inaktivacija tumor-supresorskih genov. V 
drugi fazi, promociji, pride do podvajanja celic z mutacijami. S celičnim podvajanjem 
sorazmerno raste število novih mutacij, ki se v celicah začnejo kopičiti. V zadnji fazi, 
progresiji, se izrazijo maligne lastnosti. Tvoriti se začne tumorsko krvožilje ter 
tumorske celice začnejo metastazirati (Weston in Harris, 2003). 
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Slika 2: Shematski prikaz procesa kancerogeneze; iniciacija, promocija in progresija (povzeto po 
Weston in Harris, 2003). 
 
Biologija celične delitve, proliferacije in apoptoze rakavih celic je zelo podobna 
fiziologiji  normalnih celic. Rakave celice navadno vsebujejo vse biomolekule, ki so 
potrebne za preživetje, proliferacijo, diferenciacijo in celično smrt. Posledica neuspešne 
regulacije omenjenih funkcij se odraža kot spremenjen fenotip in rak (Andreeff in sod., 
2000). Lastnosti, ki jih rakave celice pridobijo tekom razvoja so vzdrževanje 
proliferativnih signalov, neobčutljivost na rastne faktorje, sposobnost metastaziranja, 
neskončna zmožnost podvajanja, vzdrževanje angiogeneze in izogibanje programirani 
celični smrti (Hanahan in Weinberg, 2011).  
 
2.1.2 Zdravljenje raka 
 
Zdravljenje raka običajno vključuje enega ali več operativnih posegov, radioterapije in 
sistemske terapije. V zgodnji fazi bolezni se bolnike lahko pozdravi z operativnim 
posegom, a je v večini primerov potrebna kombinacija večih zdravljenj. Pri metastatskih 
oblikah bolezni je sistemska terapija ključna oblika zdravljenja, saj dostava zdravila 
skozi krvni obtok olajša dostop zdravila do rakavih tkiv. Sistemske terapije vključujejo 
hormonsko terapijo, kemoterapijo ter tarčno zdravljenje (Caley in Jones, 2012).  
 
Od uvedbe terapije s citostatiki v 40. letih prejšnjega stoletja je bilo iz bioloških snovi 
sintetiziranih in izoliranih veliko učinkovitih antineoplastičnih snovi. Razvoj je bil 
osredotočen na iskanje citostatičnih in citotoksičnih snovi, ki imajo čim večjo 
selektivnost proti malignim celicam, vendar minimalne učinke na zdrava tkiva. Ker se 
zdrave in maligne celice ne razlikujejo dovolj, da bi lahko kemoterapevtska sredstva na 
njih delovala selektivno, pogosto opazimo neželene učinke, ki omejujejo odmerek. 
Učinek večine antineoplastičnih zdravil temelji na medsebojnem delovanju 
makromolekul (nukleinske kisline, encimi, strukturni in površinski proteini), ki so 
potrebne za vzdrževanje celične integritete in proliferacije. Nekateri kemoterapevtiki 
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omejujejo svoje citostatične in citotoksične učinke na posamezne stopnje celičnega cikla 
(fazno specifična sredstva), medtem ko drugi delujejo v številnih fazah cikla (fazno 
nespecifična sredstva) (Hoffmann, 2012). 
 
Izraz tarčna terapija se nanaša na snovi, ki imajo določen učinek na določeno 
molekularno tarčo. V primerjavi s klasično antineoplastično terapijo ima tarčna terapija 
visoko usmerjeno tumorsko specifično delovanje in manj stranskih učinkov (Hoffmann, 
2012). Med najpogosteje uporabljena tarčna protirakava zdravila spadajo tirozin kinazni 
inhibitorji. Ti imajo za razliko od klasičnih citostatikov bolj specifičen mehanizem 
delovanja in ne interferirarjo neposredno z DNA (Eckstein in sod., 2014). 
 
Razvoj protein kinaznih inhibitorjev za zdravljenje raka se je začel v 70. letih prejšnjega 
stoletja. Kinaze so encimi, ki prenašajo fosfatno skupino na protein, medtem ko 
fosfataze fosfatno skupino s proteina odstranjujejo. Ta encimatska procesa modulirata 
številne celične proteine, pogosto kot odziv na zunanji dražljaj. Človeški genom kodira 
približno 538 kinaz, ki ohranjajo celične funkcije preko regulacije delovanja proteinov. 
Nedavni napredek pri razumevanju temeljnih molekularnih mehanizmov, na katerih 
temelji signalizacija rakavih celic, je razkril ključno vlogo kinaz v kancerogenezi in 
metastaziranju različnih vrst raka. Ker večina prekomerno sintetiziranih proteinskih 
kinaz spodbuja proliferacijo, preživetje in migracijo celic, so te neposredno povezane z 
oknogenezo (Köstler in Zielinski, 2015; Maurer in sod., 2011). V študijah mutacij kinaz 
celotnega genoma so pokazali, da so genetsko podedovane različice specifičnih kinaz 
vzročno povezane z iniciacijo, promocijo in progresijo raka, kot tudi z njegovo 
ponovitvijo (Kittler in Tschand, 2018; Köstler in Zielinski, 2015). Ključne tarče 
onkogenih kinaznih zdravil predstavljajo razni receptorji, katerih glavni je receptor za 
epidermalni rastni faktor, ki aktivira pomembne signalne poti pri celični signalizaciji 
tumorskih celic. Inhibitorji specifičnih kinaz, ki se jih trenutno uporablja v kliničnih 
zdravljenjih, na primer imatinib in dasatinib, dajejo ugodnejši rezultat v primerjavi s 
klasičnim citotoksičnim zdravljenjem. Ti kinazni inhibitorji so dosegli znatno povečanje 
stopnje preživelosti bolnikov s kronično mieloično levkemijo in gastrointestinalnim 
stromalnim tumorjem. Zaradi izboljšane klinične učinkovitosti je FDA odobrila številne 
kinazne inhibitorje za klinično uporabo (Bhullar in sod., 2018).  
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Preglednica 2: Seznam protein kinaznih inhibitorjev in njihovih tarč, ki jih je odobrila FDA 
(povzeto po Bhullar in sod., 2018). 
ALK - anaplastic lymphoma kinase oziroma anaplastična limfomska kinaza, Bcr-Abl tirozin kinaza, B-
Raf kinaza, BTK - Bruton's tyrosine kinase oziroma Brutonova tirozin kinaza, CDK – cyclin-dependent 
kinases oziroma od ciklina odvisne kinaze, c-Met kinaze, EGFR – epidermal growth factor receptor 
oziroma receptor epidermalnega rastnega faktorja, JAK – Janus kinase oziroma Janus kinaza, MEK 1/2 – 
mitogen activated protein kinase 1/2 oziroma z mitogenom aktivirana proteinska kinaza 1/2, PDGFRα/β – 
platelet derived growth factor receptor α/β oziroma receptor za trombocitni rastni faktor α/β, RET - 
receptor RET tyrosine kinase oziroma receptor RET tirozin kinaza, Src tirozin kinaza, VEGFR - vascular 
endothelial growth factor receptor oziroma receptor vaskularnega endotelijskega rastnega faktorja. 
 
V Sloveniji so za klinično uporabo registrirani erlotinib, imatinib, sorafenib, nilotinib, 
dasatinib, lapatinib, sunitinib, crizotinib, gefitinib in pazopanib. 
 
2.1.3 Vloga kinaz pri raku 
 
Tarčna usmerjenost kinaz na onkogeno transformacijsko sposobnost in metastazo je 
pripeljala do pomembnih sprememb pri kliničnem zdravljenju raka. Stotine kinaz ima 
zapleteno vlogo pri transformaciji celic, iniciaciji tumorja, preživetju in proliferaciji. Da 
lahko razpravljamo o njihovem pomenu pri raku, jih moramo razdeliti glede na vlogo, 
ki jo imajo pri tej bolezni (Bhullar in sod., 2018). 
 
Prva skupina so kinaze, ki igrajo temeljno vlogo pri primarni onkogeni transformaciji in 
so tako potencialne bodoče tarče zdravil. Citoplazmatske tirozin kinaze so ključni 
prenašalci zunajceličnih signalov. Mutacije teh kinaz se pojavijo pri različnih onkogenih 
stanjih. V to kategorijo spada družina PI3K kinaz, ki so najpogosteje mutirane kinaze, 






ALK tirozin crizotinib, ceritinib, alectinib, brigatinib 
Bcr-Abl tirozin bosutinib, dasatinib, imatinib, nilotinib, ponatinib 
B-Raf serin/treonin vemurafenib, dabrafenib 
BTK tirozin ibrutinib 
Družina CDK serin/treonin palbociclib, sorafenib, ribociclib 
c-Met tirozin crizotinib, cabozantinib 
Družina EGFR tirozin gefitinib, erlotinib, lapatinib, vandetanib, afatinib, 
osimertinib 
Družina JAK tirozin ruxolitinib, tofacitinib 
MEK1/2 dvojna specifičnost trametinib 
PDGFRα/β tirozin axitinib, gefitinib, imatinib, lenvatinib, nintedanib, 
pazopanib, regorafenib, sorafenib, sunitinib 
RET tirozin vandetanib 
Družina Src tirozin bosutinib, dasatinib, ponatinib, vandetanib 
Družina 
VEGFR 
tirozin axitinib, lenvatinib, nintedanib, regorafenib, pazopanib, 
sorafenib, sunitinib 
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opazen član družine PI3K, je povezana s patologijo kolorektalnega raka, raka dojke, 
raka jajčnikov, karcinoma endometrija in hepatocelularnega karcinoma. PI3KCA 
katalizira nastanek PIP3 fosfolipida, ki katalizira signalne komponente, kot je protein 
kinaza AKT in spodbuja rast in preživetje tumorskih celic. Podobno aktivna oblika 
proteinske kinaze Akt/PKB prispeva k onkogeni transformaciji celic (Mirza in sod., 
2000). Tudi mutacije genov V599E in V600E v BRAF kinazi so povezane z različnimi 
karcinomi, medtem ko se pri 66 % malignih melanomov pojavlja somatska »missense« 
mutacija BRAF (Davies in sod., 2002). Onkogene mutacije v JAK2 kinazi, kot so 
točkovne mutacije (Val617Phe) in mutacije JAK2 eksona 12, vključujejo tako 
mieloproliferativne motnje, kot mielodisplastične sindrome. Podobno genske 
spremembe v drugih kinazah, kot so ALK, IGF-1R, c-Kit, FGFR1–4, c-Met, c-Ret, c-
SRC, uravnavajo temeljne molekularne mehanizme za rast in razvoj tumorskih celic 
(Blume-Jensen in Hunter, 2001). Kinaze so poleg iniciacije tumorja ključne tudi za 
preživetje in širjenje tumorskih celic in so lahko prisotne kot članice onkogene kinazne 
poti. Ta kategorija kinaz vključuje receptor za epidermalni rastni faktor (iz angl. 
epidermal growth factor receptor; EGFR), receptorsko tirozin kinazo, za katero je 
dokazano, da preprečuje avtofagijo z vzdrževanjem znotrajcelične ravni glukoze s 
pomočjo natrij/glukoznega kotransporterja 1 (iz angl. sodium/glucose cotransporter 1; 
SGLT1). Onkogene spremembe EGFR predstavljajo približno 45 % mutacij v tirozin 
kinazni domeni. To vodi do izgube zaviralnih regulatornih domen za dimerizacijo, kar 
ima za posledico hiperproliferacijo rakavih celic preko progresije G1/S celičnega cikla 
(Chen in sod., 2012; Sahin in sod., 2009). Aurora kinaze (Aurora A-C) so strateške 
kinaze, ki sodelujejo pri okvarjeni organizaciji niti delitvenega vretena, njihova 
patofiziologija pa je močno povezana z njihovimi onkogenimi funkcijami (Marumoto in 
sod., 2005). Aurora-A je onkogena kinaza, njena amplifikacija pa je dokumentirana pri 
10 – 25 % primerov raka jajčnikov. Aurora-A fosforilira protein p53 pri Ser215 in 
zavira vezavo p53-DNA, kar moti delovanje kontrolnih točk celičnega cikla (Liu in 
sod., 2004). Povezana je tudi z aktiviranjem proteinskega kompleksa NF-κB, ki z 
izogibanjem apoptozi poveča preživetje rakavih celic. Podobno kot Aurora-A se tudi 
Aurora B in C v tumorskih celicah prekomerno izražata in pripomoreta k preživetju 
celic, metastaz in izogibanju apoptozi. Trenutno obstaja približno 30 inhibitorjev 
Aurora kinaz, ki so v različnih stopnjah predkliničnega in kliničnega razvoja 
(Kollareddy in sod., 2012). Drugi primeri kinaz, ki omogočajo preživetje tumorskih 
celic vključujejo MEK1, MEK2, mTOR (iz angl. mammalian target of rapamycin 
oziroma tarča za rapamicin pri sesalcih) in S6 kinazo. Vsi so člani MAPK, PI3K – Akt 
in EGFR poti (Faivre in sod., 2006; Hu in sod., 2004; Keith in sod., 2007; Khan in sod., 
2011). 
 
Druga skupina so serin/treonin kinaze. Te vključujejo MAP kinaze (iz ang. mitogen-
activated protein kinase oziroma mitogen aktivirana kinaza) (aktivirajo jih proteinske 
fosfataze), ERK kinaze (iz angl. extracellular signal-regulated kinases oziroma signalno 
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regulirane ekstracelularne kinaze) in JNK kinaze (iz angl. c-Jun N-terminal kinase 
oziroma c-Jun N-terminalna proteinska kinaza) ter p38 kinaze, ki se aktivirajo s stresom 
(Kollareddy in sod., 2012). 
 
Tretja skupina kinaz so onkogene kinaze, ki so prekomerno izražene v tumorjih in 
okoliških rakavih tkivih in so pomembne za vzdrževanje tumorjev pri gostitelju. Sem 
spadajo mutacije nevrotrofičnega receptorja rastnega faktorja, ki sodeluje pri nastanku 
pilocitnega astrocitoma, najpogostejšega otroškega možganskega tumorja (Jones in sod., 
2013). Drugi primeri vključujejo VEGFR (iz angl. vascular endothelial growth factor 
receptor oziroma receptor za vaskularni endotelijski rastni faktor), FGFR (iz angl. 
fibroblast growth factor receptor oziroma recepor za fibroblastni rastni faktor), protein 
kinazo CK2 in TrkB (Davies in sod., 2000). Na splošno onkogene kinaze opredeljujejo 
več značilnosti raka, vključno s hitrim širjenjem, preživetjem rakavih celic, rastjo in 
metastazami.  
 
Četrta skupina kinaz so receptorske tirozin kinaze (iz angl. receptor tyrosine kinase; 
RTK) s 58 znanimi člani in 20 poddružinami, ki so jih odkrili pred več kot četrt stoletja. 
Te kinaze imajo podobno molekularno strukturo, njihove mutacije pa so povezane s 
kancerogenezo in angiogenezo. Pri raku pri ljudeh so v nenormalno aktivacijo RTK 
vključeni 4 mehanizmi; ti vključujejo avtokrino aktivacijo, kromosomske translokacije, 
povečano ekspresijo RTK in mutacije s pridobljeno funkcijo. Receptorske tirozin kinaze 
se aktivirajo z vezavo rastnega faktorja, dimerizacijo receptorjev, v nekaterih primerih 
pa podskupina RTK kinaz tvori oligomere tudi v odsotnosti aktivirajočega liganda 
(Ulrich in Schlessinger, 1990; Ward in sod., 2007). Eden izmed članov RTK kinaz je 
tudi EGFR. EGFR predstavlja družino RTK, vpleteno v več človeških rakov, vključno z 
rakom na pljučih, glioblastomom, rakom dojke, karcinomom materničnega vratu in s 
tem povezanimi mutacijami. FDA je odobrila več majhnih molekul in monoklonskih 
teles za zdravljenje raka. Ključna zdravila vključujejo imatinib (proti KIT, Abl, Arg), 
sorafenib (proti Raf, VEGFR, PDGFR, Flt3, KIT) in lapatinib (proti EGFR, ErbB2) 
(Bhullar in sod., 2018). 
 
2.2 TIROZIN KINAZE 
 
Tirozin kinaze so encimi, ki aktivirajo in uravnavajo signalne poti celične proliferacije. 
Glede na njihovo strukturo jih delimo v dve kategoriji: receptorske tirozin kinaze (iz 
angl. receptor tyrosine kinase; RTK) in ne-receptorske tirozin kinaze (iz angl. non-
receptor tyrosine kinase; NRTK) (Manning in sod., 2002). Prekomerno izražanje tirozin 
kinaznih genov vodi v povečano aktivnost tirozin kinaz in spremembo njihovih 
signalizacijskih poti, česar posledica je motnja celične proliferacije, kar sčasoma vodi v 
nastanek tumorja. V kliničnih študijah so pokazali, da prekomerno, ali zmanjšano 
izražanje tirozin kinaz kaže biološke značilnosti nastanka tumorja, na podlagi česar 
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lahko predvidevamo odziv na zdravljenje in preživetje bolnika (Madhusudan in 
Ganesan, 2004). 
 
2.2.1 Receptorske tirozin kinaze 
 
Receptorske tirozin kinaze vključujejo družino receptorjev za epidermalni rastni faktor 
(iz angl. epidermal growth factor receptor; EGFR), trombocitni rastni faktor (iz angl. 
platelet-derived growth factor receptor; PDGFR), vaskularni endotelijski rastni faktor 
(iz angl. vascular endothelial growth factor receptor; VEGFR) in družino inzulinskih 
receptorjev (InsR). Ti imajo običajno ekstracelularno domeno, na katero se veže ligand, 
transmembransko regijo ter intracelularno kinazno domeno, ki se selektivno veže na 
substrat in ga fosforilira (Jimenez in sod., 2012). Receptorske tirozin kinaze se lahko 
vežejo na ligand in fosforilirajo tirozinske ostanke tarčnega proteina in preko različnih 
signalnih poti prenesejo informacijo za aktivacijo serije biokemijskih reakcij, ki sprožijo 
celični odziv. Najpogostejše signalne poti so PI3K/AKT/mTOR signalna pot, 
RAS/RAF/MEK/ERK signalna pot in PLCγ/PKC signalna pot (Regad, 2015). V 
kliničnih raziskavah so pokazali, da imajo receptorske tirozin kinaze in njihovi ligandi 
pomembno vlogo pri številnih oblikah tumorja, veliko rakavih obolenj pa je povezanih s 
prevelikim izražanjem genov za rastne faktorje, ki v celicah povzročajo prekomerno 
tirozinsko fosforilacijo (Annenkov, 2014). 
 
2.2.1.1 Družina EGFR  
 
EGFR je celični površinski receptor in ima ključno vlogo pri uravnavanju preživetja in 
apoptoze epitelijskih celic ter njihovih tumorjev. Prekomerno izražanje EGFR in 
njegovih ligandov je prisotno v različnih epitelijskih tumorskih celicah, ki se pojavijo 
pri pljučnem raku, raku dojke, raku mehurja, raku prostate in raku glave in vratu (Yang 
in sod., 2015; Lee in sod., 2015; Han in sod., 2015; Park in sod., 2014). EGFR je član 
družine ErbB, skupine štirih receptorskih tirozinskih kinaz, ki si delijo podobnosti v 
strukturah in funkcijah: ErbB1 (EGFR ali HER1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) in 
ErbB4 (HER4). Pri raku dojke prekomerno izražanje HER2 najdemo pri približno 10 % 
- 30 % bolnikov in je povezano z zmanjšanim preživetjem. Poleg tega lahko delecijo 
EGFR odkrijemo tudi pri malignih gliomih, nedrobnoceličnemu raku pljuč, raku dojke, 
meduloblastomu in raku jajčnikov (Ma in sod., 2015; Zhu in sod., 2016). Najpogostejši 
mutant delecije EGFR je EGFR VIII. Slednji izgubi ligandno vezavno območje, vendar 
lahko sam aktivira tirozin kinazo, sproži aktivacijo signalnih poti in je neodvisen od 
svojega ligandno vezavnega območja (Han in sod., 2015). Prekomerno izražanje EGFR 
in mutacija v signalni transdukciji vodi v nekontrolirano celično rast in malignost 
številnih tumorjev. Pri bolnikih z visoko izraženostjo EGFR je stopnja malignosti 
visoka, interval ponovitve kratek, stopnja ponovitve visoka, čas preživetja bolnikov pa 
kratek (Sacher in sod., 2016). 
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2.2.1.2 Družina PDGFR  
 
Člani družine PDGFR poleg PDGFRα in PDGFRβ vključujejo tudi receptor 1 faktorja 
stimulacije kolonij (iz angl. colony stimulating factor 1 receptor; CSF1R), receptor 
faktorja rasti matičnih celic (iz angl. stem cell growth factor receptor; SCGFR) in 
FLK2/FLK3 tirozin kinazo. Družina receptorjev ima 5 imunoglobulinu podobnih 
domen v zunajcelični domeni in hidrofilno zaporedje v območju znotrajcelične tirozin 
kinazne regije (Cao, 2013). PDGFR je večinoma prisoten v fibroblastih, celicah gladkih 
mišic, lahko pa je prisoten tudi v ledvicah, testisih in možganih. PDGFR je tesno 
povezan s tumorogenezo. V večini glioblastomov nastane avtokrina zanka PDGF in 
njegovih receptorjev. Ta zanka je tesno povezana s pojavom in razvojem tumorja. Poleg 
tega so podobne zanke prisotne tudi pri melanomu, meningiomih, nevroendokrinih 
tumorjih, raku jajčnikov, raku prostate, raku pljuč in raku trebušne slinavke (Ma in sod., 
2015; Battegay in sod., 1990). 
 
2.2.1.3 Družina VEGFR  
 
Člani družine VEGFR vključujejo VEGFR1, VEGFR2 in VEGFR3. Družina 
receptorjev ima 7 imunoglobulinu podobnih domen v zunajcelični domeni in hidrofilno 
zaporedje v območju znotrajcelične tirozin kinazne regije (Shibuya, 2013). Pri maligni 
rasti in metastazi trdnih tumorjev ima neovaskularizacija tumorja zelo pomembno 
vlogo, ki zagotavlja potrebna hranila in kisik za rast tumorja. VEGF ima pomembno 
vlogo pri proliferaciji, migraciji in vaskularizaciji endotelnih celic, kot najmočnejši žilni 
penetrant. Med stopnjo izražanja VEGFR in stopnjo vaskularizacije in malignosti 
tumorskega tkiva obstajala značilna pozitivna korelacija. VEGF večinoma deluje na 
VEGFR1 in VEGFR2 v vaskularnih endotelijskih celicah. VEGFR2 je najpomembnejši 
pri posredovanju biološkega učinka VEGF, ki je tesno povezan s celično kemotakso, 
celično delitvijo in rekombinacijo (Pfister in sod., 2015). VEGFR1 ima močnejšo 
afinitetno vezavo na VEGF, vendar je učinek celične delitve veliko manjši. VEGFR3 je 
močno izražen v embrionalnih žilah, venah in limfnih žilah, vendar je po razvoju ploda 
prisoten le še v endotelijskih celicah limfatičnega tkiva. Njegova blokada ovira 
sposobnost preživetja celic, kar lahko vodi v avtofagijo (Deng in sod., 2015; Varney in 
Singh, 2015). 
 
2.2.1.4 Družina InsR  
 
Člani družine InsR vključujejo INSR, IGF1R in tri člane IRR. IGF-I in IGF-II 
učinkujeta tako, da spodbujata proliferacijo in zavirata apoptozo pri raku dojke, raku 
materničnega vratu, raku debelega črevesa in raku pljuč. IGF1R je prekomerno izražen 
pri raku dojke, raku materničnega vratu in močno vpliva na patološki proces raka dojke. 
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Poleg tega je IGF1R povezan z metastazo melanoma na očesni mrežnici, ki je 
napovedovalec te vrste metastaz tumorja (Werner in Sarfstein, 2014). 
 
2.2.2 Ne-receptorske tirozin kinaze  
 
Ne-receptorske tirozin kinaze navadno nimajo ekstracelularne domene. Običajno so 
povezane s celično membrano, ali pa so prisotne v citoplazmi. Takšne so na primer Abl 
kinaze in družina Src kinaz. Signalna transdukcija pri ne-receptorskih tirozin kinazah 
poteka preko receptorjev za citokine, preko T-celičnih receptorjev in drugih. T 
limfocitni receptorji, B limfocitni receptorji, receptorji za imunoglobulin in drugi, lahko 
rekrutirajo ne-receptorske tirozin kinaze in preko tirozinske fosforilacije oblikujejo 
signalno transdukcijski kompleks, ki sproži nadaljnjo signalno transdukcijo, spodbuja 
celično proliferacijo in vodi v nastanek tumorja (Gocek in sod., 2014). 
 
2.2.2.1 Družina Abl  
 
Družina Abl vključuje dva člana: c-Abl in Arg. Oba proteina se lahko nahajata v 
citosolu, celičnih membranah in aktinskem citoskeletu. Poleg tega je v jedru prisoten 
tudi c-Abl. V normalnih celicah c-Abl prispeva k preoblikovanju aktina, celični adheziji 
in gibljivosti, odzivu na poškodbe DNA in odzivu na patogene mikrobe. Nepravilno 
izražanje c-Abl kinaz je povezano s pojavom raka dojke, raka debelega črevesa in 
nedrobnoceličnega raka pljuč (Sirvent in sod., 2007; Chen in sod., 1999; Rikova in sod., 
2007). Fosforiliran c-Abl aktivira onkogene signalne poti z aktiviranjem ERK5, Rac/Jnk 
in STAT 1/3 poti. c-Abl je tudi pomemben za genezo kronične mieloične levkemije, 
kjer tvori onkogeni fuzijski protein z Bcr po premestitvi dela kromosoma 9 z delom 
kromosoma 22 (Ross in Mgbemena, 2014). 
 
2.2.2.2 Družina Src  
 
Src ima ključno vlogo pri uravnavanju številnih celic s pomočjo vezave zunajceličnega 
liganda na receptor in aktivacijo celične adhezijske molekule v specifični stopnji 
celičnega cikla (Hunter, 2015; Roskoski, 2004, Foda in sod., 2015; Cobb in Parsons, 
1993). Sem spadajo RAS/RAF/MEK/ERK poti; PI3K/AKT/mTOR in STAT3 pot, ki 
uravnava izražanje c-Myc in ciklin D1. Lahko vpliva na celično adhezijo, mobilnost, 
proliferacijo in angiogenezo. V normalnih okoliščinah je aktivno mesto Src kinaze 
zaprto. Pod vplivom eksogenih in endogenih kancerogenih faktorjev se kinaza 
hiperaktivira, celična proliferacija in diferenciacija pa postaneta nekontrolirani in vodita 
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2.3 TIROZIN KINAZNI INHIBITORJI 
 
Tirozin kinazni inhibitorji se lahko kompetitivno vežejo na ATP vezavno domeno 
tirozin kinaze in zmanjšajo njeno fosforilacijo ter na ta način inhibirajo proliferacijo 
rakavih celic. Tirozin kinazni inhibitorji imajo lastnosti visoke selektivnosti, povzročajo 
malo nezaželenih učinkov in omogočajo priročen peroralni vnos. Glede na različne tarče 
delovanja jih ločimo v štiri skupine: EGFR inhibitorji, VEGFR/PDGFR inhibitorji, 
anaplastični limfomski inhibitorji kinaz (iz ang. anaplastic lymphoma kinase inhibitors; 
ALK) in Bcr-Abl inhibitorji. Protitumorski učinek TKI je dosežen preko inhibicije 
popravljanja tumorskih celic, blokiranja celične delitve v G1 fazi celičnega cikla, 
indukcije in vzdrževanja apoptoze, antiangiogeneze itd. (Lenihan in Kowey, 2013). 
 
V magistrski nalogi smo preučevali citotoksično in genotoksično delovanje EGFR, 
VEGFR/PDGFR in Bcr-Abl tirozin kinaznih inhibitorjev ter njihov vpliv na celični 
cikel. Uporabljeni TKI so nekoliko podrobneje opisani v nadaljevanju. 
 
2.3.1 EGFR inhibitorji 
 
Erlotinib 
Erlotinib je selektivni inhibitor več tirozin kinaznih receptorjev, ki so povezani z 
angiogenezo in rastjo tumorja. Zavira tirozin kinazno aktivnost EGFR, saj z ATP 
tekmuje za ATP vezavno mesto znotraj intracelularne tirozin kinazne domene EGFR 
(Schettino in sod., 2008). EGFR spada v družino ErbB celičnih membranskih 
receptorjev, ki so pomembni mediatorji rasti, diferenciacije in preživetja celic (Schettino 
in sod., 2008). EGFR je pogosto prekomerno izražen v celicah epitelialnih tumorjev, 
vključno s kolorektalnim rakom, rakom glave in vratu, rakom dojke ter rakom ledvic 
(Salomon in sod., 1995). Blokada EGFR signalne poti v rakavih celicah povzroči 
inhibicijo celične proliferacije, indukcijo apoptoze in anti-angiogenezo (Schettino in 
sod., 2008). Erlotinib učinkovito deluje na EGFR ter inhibira signalno transdukcijo. 
Uporablja se ga predvsem za zdravljenje bolnikov z nedrobnoceličnim pljučnim rakom 
ter bolnikov z rakom dojke. V študijah in vivo ter in vitro se je erlotinib v kombinaciji z 
drugimi zdravili izkazal kot tumorski zaviralec razvoja raka dojke (Shao in sod., 2017). 
V ZDA je za klinično uporabo odobren od leta 2004. Erlotinib je na voljo v obliki 25, 
100 in 150 mg tablet pod blagovnim imenom Tarceva. Trenutne indikacije so 
namenjene zdravljenju raka trebušne slinavke in nedrobnoceličnega pljučnega raka 
(povzeto po: LiverTox, https://livertox.nlm.nih.gov/Erlotinib.htm).  
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2.3.2 VEGFR/PDGFR inhibitorji  
 
Sorafenib 
Sorafenib je inhibitor večih tirozin kinaz. Inhibitorno deluje na VEGF-2,3,  PDGFRβ,  c-
KIT,  FLT-3,  RAF,  in  RET. Z delovanjem na VEGF in PDGFR je onemogočena 
angiogeneza, medtem ko je celična proliferacija povezana z RAF signalno potjo. 
Sorafenib uporabljajo pri zdravljenju raka ledvic, hepatocelularnega raka in raka 
ščitnice (Sekhon in sod., 2017). V ZDA je za klinično uporabo odobren od leta 2005. 
Sorafenib je na voljo v obliki 200 mg tablet pod blagovnim imenom Nexavar (povzeto 
po: LiverTox, https://livertox.nlm.nih.gov/Sorafenib.htm). 
 
Regorafenib 
Regorafenib je selektivni inhibitor več tirozin kinaz, vključno z VEGF1, VEGF2, 
VEGF3, PDGFR in FGFR, ki sodelujejo pri tumorski angiogenezi ter KIT, RET, RAF-1 
in BRAF, ki sodelujejo pri onkogenezi. Regorafenib se uporablja pri zdravljenju 
metastatskega kolorektalnega raka ter gastrointestinalnega stromalnega tumorja (Sekhon 
in sod., 2017). Deluje tako, da blokira tirozin kinaze, ki imajo povečano aktivnost 
tekom angiogeneze, razvoja raka in rastjo ter ohranjajo mikrookolje tumorja. 
Regorafenib deluje na podobne kinaze kot sorafenib, le da ima večjo aktivnost proti 
receptorjem vaskularnih endotelijskih faktorjev. Poleg tega je tudi močnejši inhibitor c-
Kit in lahko delno blokira TIE2. Omenjena molekula ima pomembno vlogo pri 
angiogenezi in regorafenibu omogoča, da je močnejši inhibitor angiogeneze kot 
sorafenib (Franette in sod., 2017). V ZDA je za klinično uporabo odobren od leta 2012, 
za zdravljenje metastatskega kolorektalnega raka ter gastrointestinalnega stromalnega 
tumorja po neuspešnem zdravljenju z drugimi antineoplastiki. Poleg omenjenih bolezni 
so indikacije namenjene še zdravljenju hepatocelularnega raka. Regorafenib je na voljo 
v obliki 40 mg tablet pod blagovnim imenom Strivaga (povzeto po: LiverTox, 
https://livertox.nlm.nih.gov/Regorafenib.htm).  
 
2.3.3 Bcr-Abl inhibitorji 
 
Dasatinib 
Dasatinib je selektivni inhibitor tirozin kinaz in se uporablja za zdravljenje kronične 
mieloične levkemije ter akutne limfoblastne levkemije (Brave in sod., 2008). Dasatinib 
je inhibitor Bcr-Abl tirozin kinaznega receptorja, ki je produkt fuzijskega gena, ki 
nastane kot posledica translokacije med kromosomoma 9 in 22. To vodi v nastanek 
Filadelfija kromosoma ter posledično v razvoj kronične mieloične levkemije. 
Nenormalni tirozin kinazni receptor je konstitutivno izražen ter povzroča nenormalno 
celično rast in proliferacijo. Inhibicija encima lahko dramatično zmanjša progresijo 
levkemije, kljub s tumorskim razvojem omejene odpornosti, ki jo povzročijo mutacije 
kinaze. Poleg tega dasatinib deluje na mikrookolje tumorja, ki je še posebej pomembno 
v kosteh, kjer dasatinib zavira osteoklastično aktivnost ter spodbuja osteogenezo. V 
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večih predkliničnih raziskavah so dokazali, da dasatinib povečuje protitumorsko 
dejavnost različnih zdravil, ki se uporabljajo pri zdravljenju raka ter utira pot za začetek 
preizkušanj zdravljenja v kombinaciji s standardnimi postopki zdravljenja. Tako 
dasatinib preizkušajo v kombinaciji z zdravili za zdravljenje raka dojke, prostate, 
melanoma in kolorektalnega raka (Montero in sod., 2011). Dasatinib inhibitorno deluje 
tudi na Src, c-Kit in efrinske receptorje. V ZDA je za klinično uporabo odobren od leta 
2006 in je poleg imatiniba, nilotiniba, bosutiniba in ponatiniba specifičen Bcr-Abl 
inhibitor. Dasatinib je na voljo v obliki 20, 50, 70, 80, 100 in 140 mg tablet pod 
blagovnim imenom Sprycel. Trenutne indikacije so namenjene zdravljenju Filadelfija 
kromosom – pozitivne kronične mieloične levkemije v kronični, pospešeni ali blastni 
fazi bolezni, običajno po neuspešnem predhodnem zdravljenju (povzeto po: LiverTox, 
https://livertox.nlm.nih.gov/Dasatinib.htm).    
 
Imatinib 
Imatinib je selektivni inhibitor Brc-Abl tirozin kinaz in se uporablja pri zdravljenju 
gastrointestinalnega stromalnega tumorja ter Filadelfija kromosom – pozitivne kronične 
mieloične levkemije.  Poleg tega deluje kot supresor katalitske aktivnosti c-Kit in 
trombocitnih rastnih faktorjev (PDGF) (Buchdunger in sod., 2000). Imatinib se veže na 
Bcr-Abl fuzijski protein v inaktivni konformaciji, s čimer prepreči njegovo interakcijo z 
ATP ter konformacijske spremembe potrebne za aktivnost onkoproteina (Deininger in 
sod., 2005).  Supresija katalitske aktivnosti Bcr-Abl vodi v apoptozo rakavih celic. 
Kljub temu je veliko celic na imatinib odpornih in se na terapijo ne odzivajo. To velja 
predvsem za bolnike s kronično mieloično levkemijo, zato je zanje terapija z 
imatinibom pogosto neučinkovita. K odpornosti na imatinib naj bi vplivala amplifijacija 
gena BCR-ABL, kariotipske nepravilnosti povezane s Filadelfija kromosomom, 
farmakokinetika in farmakodinamika transporterjev zdravil (Stagno in sod., 2016). 
Kronično mieloično levkemijo zato pogosteje zdravijo z nilotinibom, saj celice nanj 
nimajo razvite odpornosti (Weisberg in sod., 2005). V ZDA je imatinib za klinično 
uporabo odobren od leta 2005. Na voljo je v obliki 100 in 400 mg tablet pod blagovnim 
imenom Gleevec. Trenutne indikacije so namenjene zdravljenju Filadelfija kromosom – 
pozitivne kronične mieloične levkemije, akutne limfoblastične levkemije in 




Nilotinib je selektivni inhibitor Brc-Abl tirozin kinaz ter tako kot imatinib zavira 
aktivnost c-KIT in PDGF. Tako kot imatinib se veže na Bcr-Abl protein in prepreči 
avtofosforilacijo omenjenega proteina. Majhne spremembe vezave nilotiniba na Abl 
omogočajo močnejšo inhibicijo celične proliferacije na imatinib občutljivih in odpornih 
celic (Weisberg in sod., 2005). Nilotinib se je poleg učinkovitega zdravljenja kronične 
mieloične levkemije izkazal tudi kot dobro zdravilo za zdravljenje gastrointestinalnega 
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stromalnega tumorja (Blay in sod., 2011). V ZDA je za klinično uporabo odobren od 
leta 2007 za zdravljenje bolnikov s Filadelfija kromosom – pozitivno kronično 
mieloično levkemijo, ki imajo na imatinib razvito odpornost. Nilotinib je na voljo v 
obliki 150 in 200 mg tablet pod blagovnim imenom Tasigna (povzeto po: LiverTox, 
https://livertox.nlm.nih.gov/Nilotinib.htm). 
 
2.4 PRISOTNOST CITOSTATIKOV V OKOLJU IN VPLIV NA NETARČNE 
ORGANIZME 
 
2.4.1 Prisotnost v okolju 
 
Število in gostota prebivalstva, ki potrebuje zdravstveno pomoč, se povečuje. Ta 
problem je še bolj pereč v državah z visokimi dohodki, kjer je vse več starejših in 
prekomerno težkih ljudi (MEA, 2005). S tem se povečuje količina in raznolikost 
zaužitih in pozneje izločenih zdravil. Znatne količine zdravil se v okolje izpuščajo iz 
proizvodnih obratov ter z odpadki, ki se v okolje sprostijo z neustrezno očiščenimi 
odplakami. Čeprav so zdravstvene koristi zdravil pomembne, se šele v zadnjih 10 – 15 
letih podrobno obravnava njihove potencialne učinke na okolje (Santos in sod., 2010; 
Boxall, 2009). Po zaužitju zdravil se večina starševskih spojin in metabolitov izloči v 
sisteme za odpadne vode ali neposredno v okolje. Glede na fizikalno-kemijske lastnosti 
se spojine lahko razgradijo in porazdelijo po vodni ali trdni fazi (Monteiro in Boxall, 
2010). Z uporabo novih analitičnih metod so v tleh, površinskih vodah, usedlinah, 
podzemnih vodah in morskih ekosistemih zaznali vrsto zdravil, ki se tam kopičijo 
(Cuthbert in sod., 2014; Monteiro in Boxall, 2010; Gaw in sod., 2014).  
 
Zaradi čedalje večje uporabe citostatikov, narašča njihova prisotnost v okolju. Bolniki 
zdravil ne prejemajo več samo v bolnišnici, temveč tudi doma skozi daljše časovno 
obdobje. Ostanki zdravil tako pristanejo v komunalnih vodah brez ustrezne razgradnje 
in obdelave ter se v okolju nahajajo v koncentracijah od ng/L do µg/L (Parella in sod., 
2014). Koncentracije ostankov zdravil v odpadnih vodah lahko določimo na dva načina; 
teoretično in eksperimentalno. Teoretični pristop določa predvidena okolijska 
koncentracija (iz angl.  predicted enviromental concentration; PEC). Ta na podlagi 
porabe in izločanja določi koncentracijo ostankov zdravil, ki so prisotni v določenem 
okolju (Mullot in sod., 2010; Escher in sod., 2011). Drugi pristop je eksperimentalni in 
podatke o koncentraciji ostankov zdravil v okolju pridobi neposredno s kemijskimi 
analizami v okolju (Verlicchi in sod., 2012a; Perrodini in sod., 2013). Ker se citostatiki 
uporabljajo v nižjih odmerkih kot ostala zdravila (sub ng/L), in se posledično tudi v 
okolju nahajajo v nižjih koncentracijah, jih večina analitskih metod ne more zaznati 
(Heath in sod., 2014; Orias in Perrodin, 2013). Glede na to, da ima veliko zdravil 
podobno farmakologijo je verjetno, da lahko v okolju delujejo aditivno, kar lahko 
poveča njihovo skupno citotoksičnost in tveganje za vodne organizme.  
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V nespremenjeni obliki se lahko zdravila sproščajo v okolje na različne načine, ki jih 
lahko razdelimo v štiri razrede: zdravila z nizkim izločanjem (≤ 5 %), zdravila z zmerno 
nizkim izločanjem (6 – 39 %), zdravila z relativno visokim izločanjem (40 – 69 %) in 
zdravila z visokim izločanjem (≥ 70 %). Citostatiki spadajo v razred nizkega oziroma 
zmerno nizkega izločanja (Jjemba, 2006; Johnson in sod., 2008).  
 
Kljub dejstvu, da citostatiki spadajo med zelo nevarne kemikalije, je njihov učinek na 
okolje slabo raziskan. V primerjavi z drugimi zdravili se citostatiki v okolju nahajajo v 
veliko manjših količinah. Kot mešanice nespremenjenih starševskih spojin in njihovih 
metabolitov se v okolje izločijo preko urina in fecesa. V vodno okolje večinsko vstopijo 
preko bolnišničnih in komunalnih odplak. Mešanice starševskih spojin in metabolitov so 
lahko podvržene nadaljnji abiotski in biotski transformaciji, bodisi med čiščenjem 
odpadnih vod, bodisi v okolju (Isidori in sod., 2016). V številnih študijah so pokazali, 
da so mnoge odpadne spojine odporne na biorazgradnjo in jih tako običajne čistilne 
naprave ne odstranijo učinkovito (Ferrando-Climent in sod., 2014; Martin in sod., 2014; 
Orias in Perrodin, 2013; Zhang in sod., 2013). Usoda kemikalije, ki vstopi v čistilno 
napravo je odvisna od narave kemikalije in procesa obdelave. Citostatiki se lahko 
vežejo v blato, se uplinijo, ali izhlapijo, ali pa v raztopljeni fazi ostanejo v vodni izplaki. 
Parametre, ki določajo usodo in porazdelitev citostatikov v okolju, je mogoče do neke 
mere napovedati na podlagi njihovih kemijskih struktur ter fizikalno-kemijskih 
lastnosti. Pri določanju si pomagamo z disociacijsko konstanto (pKa), faktorjem 
biokoncentracije (BCF), porazdelitvenim koeficientom oktanola in vode (Kow), 
porazdelitvenim koeficientom organski ogljik/voda (Koc), atmosfersko OH stopnjo, 
topnostjo, Henryjevim koeficientom (KH) in parnim tlakom (Booker in sod., 2014). 
Večina citostatikov je močno polarnih in dobro topnih v vodi ter se v procesu čiščenja v 
čistilnih napravah ne odstrani s sorpcijo. Biodegradacija in fotoliza sta primarni 
degradacijski poti, saj je hidroliza večine citostatikov pri pH 7 zanemarljiva (Booker in 
sod., 2014; Kosjek in Heath, 2011). Kljub temu, se večina citostatikov s fotolizo in 
biodegragacijo ne odstrani. Obetavne rezultate dajejo alternativne abiotske metode, kot 
so ozonacija, UV/H2O2, UV/H2O2/Fe
2+, fotokataliza in elektrokemična degradacija 
(Pieczyńska in sod., 2017).  
 
2.4.2 Vpliv na ne-tarčne organizme 
 
Zdravila za uporabo v človeški medicini veljajo za delno obstojna. Kljub temu stalno 
sproščanje tudi relativno razgradljivih snovi v okolje nenehno vpliva na izpostavljene 
ne-tarčne organizme (Monteiro in Boxall, 2010). Farmacevtska sredstva se od drugih 
bioaktivnih kemičnih onesnaževal kot so pesticidi ali biocidi razlikujejo, saj na splošno 
niso namenjena ubijanju organizmov, ali urejanju populacij (z izjemo antibiotikov, 
antihilmentikov in fungicidov). Namesto tega delujejo kot modifikatorji fiziologije in 
ponekod tudi vedenja.  
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Razlogov zakaj človeška zdravila lahko vplivajo na ne-tarčne organizme in ekosisteme, 
je več. Zdravila so na splošno zelo močna in dolga izpostavljenost njihovemu  
delovanju lahko privede do kroničnih učinkov. Na občutljivost ne-tarčnih organizmov 
na zdravila lahko vpliva starost, spol, populacija in vrstno specifične razlike, pojavijo se 
lahko neposredni, ali posredni učinki (preko prehranske verige) ter aditivni, ali 
sinergistični učinki mešanic farmacevtskih in drugih stresorjev (Madden in sod., 2014). 
Nekatere ne-tarčne vrste so še posebej dovzetne za zdravila, saj nimajo učinkovitih 
sistemov za presnovo, izločanje in razstrupljanje, katerih so sposobni sistemi tarčnih 
organizmov, predvsem sesalcev (Cuthbert in sod., 2014; Hutchinson in sod., 2014).  
 
Organizmi v ekosistemih so lahko farmacevtskim zdravilom izpostavljeni skozi celo 
življenje in na kateri koli stopnji razvoja. Razvojna stopnja, ekološka niša, način 
prehranjevanja in sposobnost za obvladovanje izpostavljenosti farmacevtskim izdelkom 
določajo dovzetnost za izpostavljenost in učinke farmacevtskih izdelkov. Ti se pogosto 
razlikujejo med mladostniškimi in odraslimi osebki (Brown in sod., 2014; Shore in sod., 
2014; Hutchinson in sod., 2014). Pri nekaterih zdravilih je način delovanja povezan s 
potencialno škodljivim učinkom (citostatično delovanje, endokrina modulacija). V 
okolju so posamezniki redko izpostavljeni posamezni spojini, ampak mešanici različnih 
farmacevtskih izdelkov in drugih onesnaževal, ki imajo lahko medsebojne učinke 
(Backhaus, 2014). Po zaužitju zdravil se le-ta presnovijo v prvi metabolni fazi, produkti 
prve metabolne faze pa so lahko včasih bolj reaktivni in strupeni, kot je bila starševska 
spojina (Halling-Sorensen, 1998). 
 
Napovedovanje učinkovitosti molekule kot terapevtskega zdravila pri bolnikih, kaj šele 
njegovega učinka na ne-tarčne organizme, ni enostavno. Najprej je potrebno oceniti 
potencial za doseganje zdravilne farmacevtske učinkovine (iz angl. active 
pharmaceutical ingredient; API), da doseže svojo proteinsko tarčo (encim ali receptor), 
pri čemer je potrebno upoštevati njeno adsorpcijo, distribucijo, presnovo in izločanje. 
To predpostavlja, da poznamo identiteto tarčnega receptorja, da ima živalska vrsta ciljni 
receptor, in da se farmacevtsko sredstvo veže na tarčni in ne na ne-tarčni receptor. Nato 
je potrebno ugotoviti, kako dobro se aktivno mesto molekule (ligand) veže s tarčo. 
Uporabna parametra za določanje vnosa in porazdelitve po telesu sta velikost molekule 
in lipofilnost (Painter in sod., 2009; Madden in sod., 2012).  
 
Izpostavljenost organizmov farmacevtskim izdelkom je odvisna od številnih okolijskih 
in ekoloških dejavnikov, vključno s potjo izpostavljenosti (vodna ali kopenska) in potjo 
vnosa (neposredna ali posredna, notranji vnos hrane ali vnos preko zunanjih površin, 
kot so škrge in kutikule). Obstajajo dokazi, da se lahko nekatera zdravila koncentrirajo 
in kopičijo v vodnih prehranskih verigah (Bringolf in sod., 2010). Du in sod. (2014) so 
pokazali, da je neposreden vnos preko škrg pri ribah pomembnejši od prehranske 
izpostavljenosti zaradi trofičnega redčenja (bioakumulacija v ribah je manjša kot v 
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njihovem nevretenčarskem plenu). V kopenskem okolju se zdravila lahko vključijo v 
rastlinske organe (Carter in sod., 2014; Boxall in sod., 2006), ali ostanejo vezana na 
zunanje površine. S tem so ostankom zdravil posredno izpostavljene tudi rastlinojede 
živali, ki takšne rastline zaužijejo (Fowler in sod., 2008). Veliko spojin ima sposobnost 
ionizacije in tvorbe kationov, ki se vežejo na negativno nabite glinene delce (Redshaw 
in sod., 2008; Carter in sod., 2014). Kljub temu so lahko nekatera zdravila še vedno na 
voljo organizmom, ki živijo v zemlji in se prehranjujejo z zemeljskimi usedlinami. 
Ostanki zdravil se tako lahko potencialno kopičijo v zemeljskih in bentoških 
prehranskih spletih (Shore in sod., 2014).  
 
Posledično so posredno, ali neposredno ostankom zdravil, ki se pojavijo v okolju, 
njihovem delovanju izpostavljeni različni ekosistemi. Vendar pa obseg izpostavljenosti 
za večino taksonov in ekosistemov ostaja neznan. Izpostavljenost sladkovodnih 
organizmov farmacevtskim zdravilom je razmeroma dobro raziskana (Brown in sod., 
2014; Säfholm in sod., 2014; Painter in sod., 2009; Fong in Ford, 2014) v primerjavi s 
kopenskimi (Shore in sod., 2014; Bean in sod., 2014; Park in Cristinacce, 2006; 
Markman in sod., 2008; Markman in sod., 2011) in morskimi (Brown in sod., 2014; 
Gaw in sod., 2014) organizmi. Pri mnogih vodnih taksonih prihaja do vnosa topnih 
hidrofilnih snovi preko škrg in kože (zlasti pri majhnih organizmih, kot so ličinke), 
medtem ko do vnosa manj topnih hidrofobnih spojin pride s prehransko potjo. Ne glede 
na pot vnosa, je pri ocenjevanju učinkovitosti farmacevtskega izdelka in 
bioakumulacijskega potenciala potrebno upoštevati notranje procese, kot so presnova, 
porazdelitev in izločanje (Corcoran in sod., 2010). Izpostavljenost in vnos 
farmacevtskih izdelkov v morske in kopenske ekosisteme ostajata razmeroma slabo 
raziskana, vendar številni kemijski in biološki markerji kažejo na izpostavljenost 
morske in kopenske biote človeškim zdravilom (Gaw in sod., 2014). Podatki nekaterih 
laboratorijskih študij navajajo potencial farmacevtskih izdelkov, da se pomikajo po 
morskih prehranskih verigah (Ericson in sod., 2010). V eni od študij so pokazali, da 
nekatere čistilne naprave nudijo bogat vir žuželk, ki privabljajo netopirje, ki se s temi 
žuželkami prehranjujejo (Park in Cristinacce, 2006). 
 
EU projekt CytoThreat je obravnaval problem zdravil, ki se sproščajo v okolje. 
Poudarek projekta je bil na proučevanju citostatikov, ki lahko zaradi genotoksičnega 
delovanja povzročijo nepričakovane dolgoročne učinke. Njihovo sproščanje v okolje 
lahko povzroči sistemske ekološke učinke ter povečano pojavnost raka in nepravilnosti 
pri potomcih. Pojavnost, razširjenost in usoda izbranih široko uporabljenih citostatikov 
v različnih vodnih okoljih, njihovi akutni in kronični toksičnosti in vplivu na stabilnost 
genetskega materiala pri številnih vodnih organizmih iz različnih trofičnih nivojev, so 
namenjeni zagotavljanju podatkovnih nizov, potrebnih za določitev znanstveno 
utemeljenih ocen tveganja. Poseben poudarek je namenjen okolijsko pomembnim 
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mešanicam in njihovem kombiniranem učinku (povzeto po European Commision, 
https://cordis.europa.eu/project/rcn/96703/factsheet/en). 
 
Meritve koncentracij onesnaževal se uporabljajo za določitev ocene tveganja za javno 
zdravje in okolje. Meritve vključujejo koncentracije brez učinka (iz angl. no effect 
concentration; NEC), koncentracije brez opaženega učinka (iz angl. no observed effect 
concentration; NOEC), raven neopaženih neželenih učinkov (iz angl. no observed 
adverse effect level; NOAEL) in raven najnižjih opaženih neželenih učinkov (iz angl. 
lowest observed adverse effect level; LOAEL). Škodljivost snovi je največkrat podana s 
srednjo koncentracijo vpliva na rast  (iz angl. half effective concentration; EC50). 
Komisija Evropske Unije (Commision of the European Communities, 1996) razvršča 
spojine glede na njihovo vrednost EC50 za vodne organizme, kot zelo strupene (EC50, < 
1 mg/L), strupene (EC50, 1-10 mg/L), in škodljive (EC50, 10-100 mg/L). 
 
Tirozin kinazne inhibitorje pogosto uporabljamo pri zdravljenju različnih rakavih 
obolenj, zato se njihova poraba zelo hitro povečuje. Znanje o njihovi razširjenosti v 
okolju, usodi in strupenosti je zelo omejeno. PEC se je na podlagi podatkov o porabi v 
Franciji med leti 2004–2008 gibala med 13 in 20 ng L− 1 (Besse in sod., 2012). Od 
tirozin kinaznih inhibitorjev, ki smo jih raziskovali v naši magistrski nalogi, je najbolje 
raziskano genotoksično delovanje imatinib mezilata na višje rastline ter nekatere vodne 
nevretenčarske in vretenčarske vrste. Biološke učinke imatinib mezilata na ne-tarčne 
organizme so preučevali pri nižjih rakih (Daphnia magna, Ceriodaphnia dubia), 
kotačnikih (Brachionus calyciflorus, Thamnocephalus  platyurus) (Parrella in sod., 
2014), ribah (Pimephales promelas) (Odbor za zdravila za humano uporabo (CHMP) 
2013) in višjih rastlinah (Tradescantia sp., Allium cepa, Chelidonium majus, 
Tradescantia palludosa, Arabidopsis thaliana) (Pichler in sod., 2014). Podatki o akutni 
in kronični strupenosti za nevretenčarje in ribe so pokazali zmerno strupenost (Parrella 
in sod., 2014; Odbor za zdravila za uporabo v humani medicini (CHMP) 2013). Novak 
in sod. (2017) so opazili povečanje DNA poškodb pri koncentraciji 0,01 µg/mL in pojav 
mikrojeder pri ZFL celicah rib cebric (Danio rerio) izpostavljenim koncentraciji 1 
µg/mL. V rastlinskih preizkusih so bile učinkovite koncentracije ≥ 5 razredov večje od 
okolijskih koncentracij (Pichler in sod., 2014).  
 
V sklopu projekta CytoThreat so preučevali vpliv imatinib mezilata na alge, rastline, 
nižje rake (Daphnia magna in Ceriodaphnia dubia), školjke (Unio sp) in ribe (Danio 
rerio). Poleg standardnih letalnih in subletalnih toksičnih učinkov so opazovali tudi 
vpliv na celotno DNA, DNA verižne prelome ter pojav mikrojeder. Pri algi vrste 
Pseudokirchneriella subcapitata in cianobakteriji vrste Synechococcus leopoliensis je 
imatinib mezilat pokazal različno toksično aktivnost; pri P. subcapitata je vrednost 
EC50 znašala 2,29 mg/L, pri S. leopoliensis pa 5,36 mg/L. Predvidene koncentracije brez 
učinka (PNEC), pridobljene v tej študiji, so bile višje od predvidenih koncentracij 
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izbranih antineoplastičnih zdravil v okolju, kar nakazuje, da ne predstavljajo tveganja za 
vodni fitoplankton (Brezovšek in sod., 2014). Akutno in kronično toksičnost imatinib 
mezilata so testirali na primarnih potrošnikih v vodni prehranski verigi (Daphnia magna 
in Ceriodaphnia dubia). Akutni ekotoksikološki učinki so se pojavili pri koncentracijah 
v območju mg/L, ki so veliko večje od predvidenih koncentracij v okolju. DNA 
poškodbe so zaznali pri obeh organizmih (Parrella in sod., 2014). Pri rastlinah 
(Tradescantia paludosa) je imatinib mezilat povzročil nastanek mikrojeder pri 
koncentracijah višjih od 5,9 mg/L, pri Allium cepa pa pri koncentracijah višjih od 0,6 
mg/L (Pichler in sod., 2014). V študiji imatinib mezilata so pokazali, da večgeneracijska 
izpostavljenost rib cebric (Danio rerio) tej spojini zmanjša njihovo preživetje v zgodnji 
fazi pri izpostavljenosti 1 in 100 µg/L. (Kovács in sod., 2015). Imatinib mezilat na 
školjke ni imel vpliva (povzeto po European Commision, 
https://cordis.europa.eu/project/rcn/96703/reporting/en). 
 
Poleg vpliva na organizme, ki živijo v vodnem okolju, citostatiki vplivajo tudi na osebe, 
ki teh zdravil ne jemljejo, vendar so jim izpostavljene posredno. Citostatiki lahko 
ogrožajo zdravje in varnost ljudi, ki so citostatikom izpostavljeni poklicno (delavci v 
farmacevtski industriji, zdravniki in medicinske sestre) (Connor in McDiarmid, 2006), 
posredno pa so citostatikom izpostavljeni tudi družinski člani, ki živijo z bolnikom, ki 
prejema terapijo s citostatiki na domu (pomagajo z injiciranjem zdravila in oskrbo 
bolnika, uporabljajo iste sanitarije). Predpostavljajo, da se zaradi specifičnega delovanja 
citostatikov, poškodbe lahko pojavijo pri vseh evkariontskih organizmih, pri čemer je 
najbolj skrb vzbujajoča teratogenost, do katere lahko pride že pri nizkih količinah 
(ng/L) (Kosjek in Heath, 2011). 
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3.1.1 Tirozin kinazni inhibitorji 
 
V magistrskem delu smo se osredotočili na preučevanje citotoksičnega in 
genotoksičnega delovanja izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev in njihovega vpliva na 
celični cikel celic ribje jetrne linije ZFL (iz angl. zebrafish liver cell line). Izbrani TKI-ji 
so predstavljeni v spodnji preglednici. 
 
Preglednica 3: Nabor izbranih TKI-jev (erlotinib, sorafenib, regorafenib, dasatinib, imatinib 
mezilat, in nilotinib). V preglednici so navedene CAS N° (angl. Chemical Abstract Services number 

























Nilotinib 641571-10-0  C28H22F3N7O 529.5 
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Založne raztopine citostatikov smo pripravili v nepolarnem topilu, dimetil sulfoksidu 
(DMSO), razen imatinib mezilata, ki smo ga pripravili v sterilni bidestilirani vodi. TKI-
je smo zatehtali in raztopili v ustreznem volumnu topila (DMSO oziroma sterilna 
bidestilirana voda). Založne raztopine citostatikov smo do uporabe hranili pri 
temperaturi -80 °C in jih pred uporabo odmrznili ter ustrezno redčili v gojitvenem 
mediju do želene koncentracije. Izbrane koncentracije pri našem poskusu so bile 
določene na podlagi dveh metod za določanje živosti celic, in sicer s predhodno 
izvedeno metodo MTS testa ter z določanjem živosti z metodo pretočne citometrije in 




Preglednica 4: Uporabljene kemikalije pri magistrski nalogi. 
KEMIKALIJA PROIZVAJALEC KATALOŠKA 
ŠTEVILKA 
Akridin oranž  Sigma-Aldrich, Nemčija A-6014 
Benzo[a]piren (BaP) Sigma-Aldrich, Nemčija B-1760 
Citohalazin B Sigma-Aldrich, Nemčija C6762 
Dasatinib Santa Cruz Biotechnology, 
ZDA 
SC-358114A 
Dimetil sulfoksid (DMSO) Honeywell, Riedel-de Haën, 
Nemčija 
41640 
DMEM HG Gibco, Life Technologies 
Corp., ZDA 
52100-039 
Epidermalni rastni faktor 
(iz angl. epidermal growth 
factor; EGF) 
Gibco, Life Technologies 
Corp., ZDA 
PHG0311 
Erlotinib Apollo Scientific, Anglija BIFK0020 
Etanol EDM Millipore Corp., 
Nemčija  
64-17-5 
Etidijev monoazid (EMA) Thermo Fisher Scientific, 
ZDA 
E1374 
Etopozid (ET) Santa Cruz Biotechnology, 
ZDA 
SC-3512A 
Formaldehid Sigma-Aldrich, Nemčija 252549 
Fosfatni pufer (iz angl. 
phosphate bufffered saline; 
PBS) 
Gibco, Life Technologies 
Corp., ZDA 
14-200-067 
Ham`s F12  Gibco, Life Technologies 
Corp., ZDA 
21700-026 
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nadaljevanje preglednice 4: Uporabljene kemikalije pri magistrski nalogi. 
 
3.1.3 Celična linija ZFL celic 
 
Glavni cilj magistrske naloge je bil ugotoviti, ali tirozin kinazni inhibitorji, ki se 
najpogosteje uporabljajo za zdravljenje rakavih obolenj ter se zaradi posrednih 
dejavnosti (npr. prisotnost v komunalnih bolnišničnih oziroma gospodinjskih odplakah) 
posledično nahajajo v okolju, vplivajo na celice ne-tarčnih organizmov, ki v tako 
onesnaženem okolju živijo. V nalogi smo za proučevanje škodljivega delovanja TKI-jev 
kot in vitro testni model izbrali jetrno celično linijo rib cebric (Danio rerio). Celice smo 
kupili pri ameriški celični banki (ATCC; American Type Culture Collection, Manassas, 
ZDA; CRL-2634) in izvirajo iz zdravega ribjega jetrnega tkiva. 
 
Imatinib mezilat Santa Cruz Biotechnology, 
ZDA 
SC-202180 
Inzulin  Sigma-Aldrich, Nemčija I9278 
KCl Sigma-Aldrich, Nemčija 7447-40-7 
Leibowitz L-15 ATCC, ZDA 30-2008 
Metanol  Honeywell, Riedel-de Haën, 
Nemčija 
32213 
NaHCO3 Sigma-Aldrich, Nemčija S5761 
Nilotinib Sigma-Aldrich, Nemčija CDS023093 
Ocetna kislina  Merck, Nemčija 100063 
Raztopina Hoechst 33342  Thermo Fisher Scientific, 
ZDA 
62249 
Raztopina penicilina in 
streptomicina (P/S)  
Sigma-Aldrich, Nemčija P0781 
Raztopina propidijevega 
jodida (PI) 
Miltenyi Biotec, Nemčija 130-093-233 
Regorafenib Tokyo Chemical Industry, 
Anglija 
R0142 
RNaza A Sigma-Aldrich, Nemčija R6513 
Serum govejega zarodka 
(iz angl. foetal bovine 
serum; FBS) 
ATCC, ZDA 30-2020 
Sorafenib Toronto Research Chemicals, 
Kanada 
S676850 
Tripansko modrilo (iz 
angl. Trypan Blue) 
Sigma-Aldrich, Nemčija T8154 
Tripsin (0,25 % Trypsin- 
EDTA) 
Gibco, Life Technologies 
Corp., ZDA 
25200-056 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Nemčija T8787 
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V okolijski toksikologiji predvsem pri proučevanju vodnega okolja, uporabljamo ribje 
modele in vivo, saj ribe predstavljajo najbolj pestro vretenčarsko vrsto v vodnem okolju. 
Vendar pa zaradi čedalje večjega trenda po prenehanju izvajanja poskusov na živalih in 
nadomeščanja le-teh z alternativnimi modeli, čedalje večjo veljavo v toksikoloških 
študijah pridobivajo celične linije. Ribje jetrne celične linije so se v številnih študijah 
izkazale kot zelo dobri in vitro modeli v toksikologiji in okolijskem monitoringu. Ena 
izmed pogosteje uporabljenih celičnih linij pri ugotavljanju genotoksičnega potenciala 
kemikalij je celična linija ZFL (Žegura in Filipič, 2019), ki je bila leta 1992 izolirana iz 
tkiva jeter desetih odraslih rib. Celice so uspešno gojili v kulturi ob prisotnosti dodatkov 
v gojišču, kot so inzulin, epidermalni rastni faktor (iz angl. epidermal growth factor; 
EGF), serum postrvi in serum govejega zarodka (iz angl. foetal bovine serum; FBS) ter 
izvleček embrijev postrvi. Pomembna lastnost celic ZFL je, da imajo ohranjene encime 
I in II faze, ki sodelujejo pri metabolni presnovi ksenobiotikov oziroma njihovi 
detoksifikaciji. Celični homogenati ZFL celic kažejo aktivnost encimov kot so alanin, 
aspartat aminotransferaza, glukoza-6-fosfataza ter alkalna fosfataza in so fenotipski 
označevalci za jetrne parenhimatske celice, ki jih najdemo tudi pri sesalcih (Gosh in 
sod., 1994; Steinberg in sod., 1991). 
 
Celice ZFL so diploidne in imajo 50 kromosomov. V celični kulturi so adherentne in po 
morfologiji podobne epitelijskim celicam. Njihov celični cikel traja približno 72 ur 
(Schreeb in sod., 1993; Gosh in sod., 1994). Po daljšem času gojenja (> 50 pasaž) celice 
v 88 % dobijo hipodiplodne lastnosti s številom kromosomov med 43 in 47, manjši 















Slika 3: Celice ZFL pod svetlobnim mikroskopom (pritrjene na podlago gojitvene plastenke, 
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3.1.4 Gojenje celic ZFL in priprava gojitvenega medija 
 
Celice ZFL smo gojili v sterilnih plastenkah z adherentno površino za pritrjanje in 
gojenje celic (Corning® and Costar® Cell Culture Flasks, Corning Incorporated, ZDA). 
Celično kulturo smo gojili pri 28 °C v vlažni atmosferi.  
 
Sestava celičnega gojišča: 
• 50 % Leibowitz L-15 
• 35 % DMEM HG 
• 15 % Ham's F12 
• 15 mM HEPES 
• 0,15 g/L NaHCO3 
• 0,01 mg/mL inzulin 
• 250 µg/mL EGF 
• 5 % temperaturno inaktiviran FBS 
• 0,1 % penicilin/streptomicin 
 
Pred vsakim presajanjem celic smo s pomočjo mikroskopa ocenili njihovo gostoto na 
gojitveni plošči in celice presadili pri 70 – 80 % preraščenosti površine plastenke. 
Celicam smo najprej odstranili gojitveni medij ter jih sprali s svežim 1x fosfatnim 
pufrom (1x PBS). Nato smo odstranili PBS in v plastenko dodali 0,25 % tripsin ter 
celice inkubirali pri 28 °C nadaljnjih 3 – 5 minut. Po pretečenem času smo s pomočjo 
mikroskopa preverili, ali so celice odlepljene od podlage. Delovanje tripsina smo 
inaktivirali s svežim gojitvenim medijem, ki je vseboval FBS in vsebino iz plastenke 
prenesli v 15 mL centrifugirko. Celično suspenzijo v centrifugirki smo nato 
centrifugirali 5 minut pri 1200 obratih/minuto. Po končanem centrifugiranju smo 
odstranili supernatant in celično usedlino resuspendirali v svežem gojitvenem mediju. 
Celice smo pred nasajanjem v nove plastenke prešteli s pomočjo hemocitometra (Blau 
Brand, Nemčija) in tako določili njihovo število v določenem volumnu. To smo naredili 
tako, da smo 10 µL celične suspenzije prenesli v mikrocentrifugirko s 40 µL 
tripanskega modrila. Tripansko modrilo obarva mrtve celice (te postanejo modre), žive 
pa ostanejo neobarvane in jih lahko preštejemo s pomočjo svetlobnega mikroskopa. Iz 
števila preštetih celic smo nato izračunali gostoto celic, ki smo jih nasajali na ustrezne 
površine plastenk za gojenje celic, po sledeči formuli (1), kjer A, B, C in D pomenijo 
število celic v posameznem kvadrantu: 
          
A+B+C+D
4
∗ 10 000 ∗ 5                                                                             … (1) 
Gostoto celic smo podali kot število celic/mL (povzeto po navodilih 10G-Pos04-03, 
Gojenje celičnih kultur, laboratorija GEN). 
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3.2.1 Pretočna citometrija 
 
Pretočna citometrija je široko uporabljena metoda za: analizo izražanja genov za sintezo 
zunajceličnih in znotrajceličnih molekul, karakterizacijo in določanje različnih celičnih 
vrst v heterogeni celični populaciji ter analizo velikosti in volumna celic. Najpogosteje 
uporabljeni metodi pretočne citometrije sta merjenje vsebnosti celične DNA ter analiza 
celičnega cikla (Nunez, 2001). Pretočni citometer je sestavljen iz vira svetlobe, 
pretočnega sistema za uravnavanje toka nosilne tekočine skozi ustrezno svetlobo, 
optičnega sistema za ostrenje in usmerjanje svetlobe, elektronike, ki omogoča 
spreminjanje in merjenje intenzitete svetlobnega signala ter računalniškega sistema z 
ustreznimi programi za analizo dobljenih podatkov (Givan, 2001; Picot in sod., 2012). 
 




Vzorec, ki vsebuje celice ali delce, je porazdeljen v tekočini, ki jo vnesemo v pretočni 
citometer. Tam več sto celic na sekundo ena za drugo preči laserske žarke, ki merijo 
oddano fluorescenco ter količino razpršene svetlobe pod različnimi koti (Picot in sod., 
2012). Ko celica preči svetlobni žarek, se ta od nje lomi, odbije ali absorbira na 
fluorokromih, če so bili le-ti predhodno vezani na/v celice. Če je bil fluorokrom na/v 
celico vezan, bo ta oddajala svetlobo daljše valovne dolžine. Glavna fotodetektorja v 
pretočnem citometru sta fotodetektor FSC (iz angl. forward scatter oziroma prednje 
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sipanje) in fotodetektor SSC (iz angl. side scatter oziroma stransko sipanje). Prvi 
zaznava sipano svetlobo v smeri laserskega žarka, drugi pa razpršeno svetlobo 
pravokotno od smeri laserskega žarka. Količina svetlobe, ki jo prejme FCS je povezana 
z velikostjo celice, količina svetlobe, ki jo prejme SSC pa z granuliranostjo celice 
(Kotnik in sod., 2001).  
 
V magistrski nalogi smo vse vzorce analizirali s pretočnim citometrom MacsQuant 
Analyzer 10 (Miltenyi Biotec, Nemčija) ter rezultate obdelali z računalniškim 
programom FlowJo (FloxJoTM Software for Windows, Version XXX. Ashland, OR: 
Becton, Dickinson and Company; 2019). Rezultate smo statistično obdelali s 
programom GraphPad Prism 8.0.0 (GraphPad Software, San Diego, Kalifornija ZDA) 
ter statistično značilno razliko izmerjenih parametrov izračunali s Student t-testom (p < 
0,05). 
 
3.2.1.1 Določanje živosti celic s propidijevim jodidom in pretočno citometrijo 
 
Pretočna citometrija zagotavlja hitro in zanesljivo metodo za kvantitativno določanje 
živih celic v celični suspenziji. Določanje živosti celic je ključnega pomena pri oceni 
odziva celic na citotoksična zdravila, ali druge okolijske dejavnike. Poleg tega je 
potrebno pri določanju molekularnih sprememb v celici iz analize izločiti mrtve celice, 
ki se nahajajo v celični suspenziji, saj le te ustvarijo artefakte, kot rezultat nespecifične 
vezave protiteles in tako pri analizi oddajajo nezaželeno fluorescenco. Ena od metod za 
določanje živosti celic je uporaba barvil, ki specifično barvajo le žive oziroma le mrtve 
celice. Žive celice imajo nepoškodovane membrane, zato jih barvila, ki zlahka prodrejo 
v poškodovane, prepustne membrane neživih celic, ne obarvajo. Propidijev jodid (iz 
angl. propidium iodide; PI) je membransko nepropustno barvilo, ki obarva samo celice s 
poškodovano membrano. Veže se na dvoverižno DNA, tako da se vriva med bazne pare 
(povzeto po R&D Systems, https://www.rndsystems.com/resources/protocols/flow-
cytometry-protocol-analysis-cell-viability-using-propidium-iodide).  
 
Propidijev jodid v vodni raztopini vzbuja fluorescenco pri 493 nm in jo oddaja pri 636 
nm. Ko se barvilo veže na DNA, se njegova fluorescenca poveča za 20 do 30-krat. 
Maksimum vzbujanja fluorescence se premakne za približno 30 – 40 nm v rdeč spekter, 
maksimum oddajanja fluorescence pa za približno 15 nm v moder spekter, kar povzroči 
vzbujanje maksimuma pri 535 nm in največje oddajanje fluorescence pri 617 nm 
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Celice smo dan pred izpostavitvijo TKI-jem nasadili na gojitvene plošče s 24-
luknjicami (Nunclon, 24-well) z gostoto 35 000 celic/luknjico in jih 24 ur inkubirali pri 
28 °C v vlažni atmosferi. Naslednji dan smo odstranili gojitveni medij in ga  zamenjali s 
svežim, ki je vseboval določene koncentracije preučevanega TKI-ja, in sicer erlotinib 
(10, 20 in 40 µM), sorafenib (1, 2 in 4 µM),  regorafenib (2, 3 in 4 µM), dasatinib 
(0,015, 0,03 in 0,06 µM), imatinib mezilat (0,5, 1 in 2 µM) in nilotinib (5, 10 in 20 µM). 
V poskus smo vključili tudi ustrezne kontrole: negativna kontrola – celice, ki smo jih 
gojili le v gojitvenem mediju; kontrolo topila - celice, ki smo jih gojili v gojitvenem 
mediju, ki je vseboval enako koncentracijo topila (v primeru, ko je bilo topilo DMSO) 
kot je bila pri izpostavljenih celicah ter dve pozitivni kontroli – znan agens, ki povzroča 
poškodbe DNA. Za pozitivni kontroli smo izbrali benzo[a]piren (50 µM), ki potrebuje 
metabolno pretvorbo za genotoksično aktivnost ter etopozid (0,17 µM), ki je 
neposredno delujoč genotoksičen agens. Celice smo proučevanim snovem izpostavili za 
72 ur pri enakih pogojih kot smo celice gojili. Po končani inkubaciji smo gojitveni 
medij iz plošče prenesli v mikrocentrifugirke in ploščo sprali s 1x PBS. Slednjega smo 
nato prenesli v ustrezne mikrocentrifugirke ter celice od podlage plošče odlepili s 
tripsinom (0,25 %). Po 3 minutah smo tripsin inaktivirali z dodatkom gojitvenega 
medija, ki je vseboval FBS ter celice prenesli v ustrezno mikrocentrifugirko. Sledilo je 
centrifugiranje (5 minut pri 1200 obratih/minuto). Po končanem centrifugiranju smo 
odstranili supernatant ter celično usedlino resuspendirali v 1x PBS. Mikrocentrifugirke 
smo nato postavili in led in jim 1 minuto pred začetkom meritev na pretočnem 
citometru dodali propidijev jodid. Pri vseh vzorcih smo pomerili vse celice, ki so bile 
prisotne v vzorcu. 
 
3.2.1.2 Merjenje celičnega cikla ZFL celic s pomočjo pretočne citometrije 
 
Kot že omenjeno, je ena od najpopularnejših uporab pretočne citometrije merjenje 
celičnega cikla. Pri celičnem ciklu lahko ločimo 4 različne faze: faza G1 (faza celične 
rasti), faza S (faza sinteze DNA), faza G2 (faza nadaljnje celične rasti in priprave na 
mitozo) ter faza M (faza mitoze). Faze G2 in M ne moremo ločiti na podlagi različne 
vsebnosti DNA, saj je v obeh fazah vsebnost DNA enaka. V namen ločevanja celic po 
različnih fazah so bili razviti številni programi za analize celičnega cikla, ki vsebujejo 




Za izvedbo poskusa smo v gojitvene plastenke T-25 nasadili 800 000 celic in jih 24 ur 
inkubirali pri 28 °C v vlažni atmosferi. Nato smo odstranili gojitveni medij in ga 
zamenjali s svežim, ki je vseboval določene koncentracije proučevanega TKI-ja, in sicer 
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erlotinib (10, 20 in 40 µM), sorafenib (1, 2 in 4 µM),  regorafenib (2, 3 in 4 µM), 
dasatinib (0,015, 0,03 in 0,06 µM), imatinib mezilat (0,5, 1 in 2 µM) in nilotinib (5, 10 
in 20 µM). V poskus smo vključili tudi ustrezne kontrole: negativna kontrola – celice, ki 
smo jih gojili le v gojitvenem mediju; kontrolo topila - celice, ki smo jih gojili v 
gojitvenem mediju, ki je vseboval enako koncentracijo topila (v primeru, ko je bilo 
topilo DMSO) kot je bila pri izpostavljenih celicah ter dve pozitivni kontroli – znan 
agens, ki povzroča poškodbe DNA. Za pozitivni kontroli smo izbrali benzo[a]piren (50 
µM), ki potrebuje metabolno pretvorbo za genotoksično aktivnost ter etopozid (0,17 
µM), ki je neposredno delujoč genotoksičen agens. Celice smo proučevanim snovem 
izpostavili za 72 ur pri enakih pogojih kot smo celice gojili. Po končani inkubaciji smo 
gojišče iz plastenk prenesli v centrifugirke in plastenke sprali s 1x PBS. Slednjega smo 
nato prenesli v ustrezne centrifugirke ter celice od podlage plastenke odlepili s 
tripsinom (0,25 %). Po 3 minutah smo tripsin inaktivirali z dodatkom gojitvenega 
medija, ki je vseboval FBS ter celice prenesli v ustrezno centrifugirko. Sledilo je 
centrifugiranje (5 minut pri 1200 obratih/minuto). Po končanem centrifugiranju smo 
odstranili supernatant ter celično usedlino resuspendirali v hladnem 1x PBS. Nato smo 
ponovili postopek centrifugiranja, le da je bila tokrat centrifuga ohlajena na 4 °C. Po 
končanem centrifugiranju smo odstranili supernatant ter celice resuspendirali v hladnem 
1x PBS. Spiranje smo nato še enkrat ponovili. Celično usedlino smo dobro premešali, 
da smo imeli posamezne celice, ki smo jih fiksirali tako, da smo med stresanjem na 
stresalniku po kapljicah dodajali hladen etanol. Na koncu smo imeli celice fiksirane v 
70 % etanolu. Vzorce celic smo do obdelave s pretočnim citometrom  hranili v 
zamrzovalniku pri -20 °C (vsaj preko noči).  
 
Na dan analize celičnega cikla s pretočno citometrijo smo vzorce, ki smo jih hranili na -
20 °C, 5 minut inkubirali na sobni temperaturi. Nato smo vzorcem fiksiranih celic 
dodali hladen 1x PBS in jih na sobni temperaturi pustili še dodatnih 5 minut. Celice smo 
nato centrifugirali 10 min pri 1300 obratih/minuto v centrifugi ohlajeni na 4 °C. Po 
končanem centrifugiranju smo odstranili supernatant in celice resuspendirali v hladnem 
1x PBS. Celice smo nato centrifugirali 5 min pri 1300 obratih/minuto v ohlajeni 
centrifugi. Celoten postopek smo ponovili še enkrat. Sledilo je barvanje DNA z 
barvilom Hoechst 33342. Mešanica barvila (100 µL) je poleg Hoechst-a vsebovala še 
0,1 % triton x-100 in RNazo A (razmerje 2:900:100). Pripravili smo tudi negativno 
kontrolo neobarvanih celic, v katero nismo dodali mešanice barvila. Ta je služila za 
uravnavanje in nastavitev parametrov pretočnega citometra. Centrifugirke s celicami 
smo zavili v aluminijasto folijo, ker je barvilo občutljivo na svetlobo in jih pri sobni 
temperaturi inkubirali 30 minut. Po končani inkubaciji smo celicam dodali 1x PBS ter 
jih ponovno centrifugirali v hladni centrifugi 5 minut pri 1300 obratih/minuto. Nato smo 
odstranili supernatant, dodali 200 µL 1x PBS in celično suspenzijo filtrirali skozi 
mrežico s porami velikosti 70 µm. Pri analizi smo v vsakem vzorcu pomerili 25 000 
posameznih celic ter določili odstotek celic v posamezni fazi celičnega cikla.  
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3.2.1.3 Določanje mikrojeder s pretočno citometrijo 
 
Test mikrojeder zelo pogosto uporabljamo v različnih raziskavah za določanje 
genotoksičnosti kemikalij. Mikrojedra (iz angl. micronuclei; MNi) so biomarkerji 
kromosomskih poškodb, ali mitotskih nepravilnosti. Predstavljajo lahko celoten 
kromosom, ali del kromosoma, ki se ni uspel vključiti v jedro hčerinske celice tekom 
mitoze (Fenech in sod., 2011). Relativna enostavnost določanja mikrojeder in vitro je 
omogočila nastanek avtomatiziranih pristopov, ki omogočajo zaznavanje mikrojeder. 
Eden od takšnih pristopov je tudi zaznavanje MN s pretočno citometrijo. Pri analizi s 
pretočno citometrijo so jedra in delci MN analizirani kot ločeni dogodki po celični lizi. 
Določanje MN s pretočno citometrijo je hitrejše in omogoča pridobitev bolj objektivnih 
podatkov za razliko od klasičnega testa mikrojeder z ustavitvijo citokineze, kjer gre za 
subjektivno pridobivanje podatkov s štetjem mikrojeder v celicah na preparatih s 
pomočjo mikroskopa (Avlasevich in sod., 2011). Pri našem poskusu smo uporabili 
metodo In Vitro MicroFlow (MicroFlow®, Litron Laboratories.U.S. Patent Nos. 
7,445,910 in 7,645,593), pri kateri z zaporednim barvanjem ločimo kromatin v zdravih, 

















Slika 5: Obarvanost celic po barvanju z barvili EMA in SYTOX Green; barvilo EMA rdeče obarva 
mrtve in umirajoče celice, barvilo SYTOX Green pa zeleno obarva kromatin v jedru in MN 




Prednost metode In vitro MicroFlow (Slika 5) v primerjavi z drugimi samodejnimi 
postopki določanja MN je uporaba zaporednega barvanja, ki omogoči razlikovanje med 
MN in kromatinom apoptotičnih in nekrotičnih celic. To nam omogoča  pridobitev 
zanesljivih meritev MN tudi ob občutnem številu mrtvih celic. Pri barvanju 
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uporabljamo barvilo nukleinska kislina A (tj. etidijev monoazid ali EMA), ki prehaja 
skozi membrane apoptotičnih in nekrotičnih celic. Lastnost tega barvila je, da se s 
fotoaktivacijo kovalentno veže na DNA in rdeče obarva  mrtve in umirajoče celice. 
Drugo barvilo je barvilo nukleinska kislina B (tj. SYTOX Green), ki zeleno obarva 






Celice smo dan pred izpostavitvijo TKI-jem nasadili na gojitvene plošče s 24-
luknjicami (Nunclon, 24-well) z gostoto 35 000 celic/luknjico in jih 24 ur inkubirali pri 
28 °C v vlažni atmosferi. Naslednji dan smo odstranili gojitveni medij in ga zamenjali s 
svežim, ki je vseboval določene koncentracije preučevanega TKI-ja, in sicer erlotinib 
(10, 20 in 40 µM), sorafenib (1, 2 in 4 µM),  regorafenib (2, 3 in 4 µM), dasatinib 
(0,015, 0,03 in 0,06 µM), imatinib mezilat (0,5, 1 in 2 µM) in nilotinib (5, 10 in 20 µM). 
V poskus smo vključili tudi ustrezne kontrole: negativna kontrola – celice, ki smo jih 
gojili le v gojitvenem mediju; kontrolo topila - celice, ki smo jih gojili v gojitvenem 
mediju, ki je vseboval enako koncentracijo topila (v primeru, ko je bilo topilo DMSO) 
kot je bila pri izpostavljenih celicah ter dve pozitivni kontroli – znan agens, ki povzroča 
poškodbe DNA. Za pozitivni kontroli smo izbrali benzo[a]piren (50 µM), ki potrebuje 
metabolno pretvorbo za genotoksično aktivnost ter etopozid (0,17 µM in 0,68 µg/mL), 
ki je neposredno delujoč genotoksičen agens. Celice smo proučevanim snovem 
izpostavili za 72 ur pri enakih pogojih kot smo celice gojili. Po končani inkubaciji smo 
gojitveno ploščo za 20 minut postavili na led. Nato smo odstranili gojitveni medij, 
ploščo sprali z 1x PBS in dodali raztopino EMA. Plošči smo odstranili pokrov, jo dali 
na led ter jo pod svetilko inkubirali 30 minut (fotoaktivacija). Za tem smo ploščo 
umaknili od vira svetlobe in z ledu, odstranili raztopino barvila in celic ter sprali s 
hladnim 1x PBS. V vsako luknjico na plošči smo dodali raztopino za lizo A (s SYTOX 
Green in RNAzo) in ploščo 5 sekund stresali na stresalniku. Ploščo smo nato zavili v 
aluminijasto folijo in jo 1 uro inkubirali pri 37 °C. Po končani inkubaciji smo v luknjice 
na plošči dodali še raztopino za lizo B (s SYTOX Green), ploščo nežno potresli in jo v 
temi inkubirali nadaljnjih 30 minut na sobni temperaturi. Pripravljene vzorce smo 
analizirali še isti dan s pretočnim citometrom. Pri analizi vsakega posameznega vzorca 
smo prešteli 20 000 jeder. 
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3.2.2 Test mikrojeder z ustavitvijo citokineze 
 
Test mikrojeder z ustavitvijo citokineze (iz angl. the cytokinesis-block micronukleus 
assay; CBMN) je najbolj uveljavljen in najpogosteje uporabljen test za oceno poškodb 
genoma in kromosomske nestabilnosti v različnih tkivih. Mikrojedra lahko nastanejo 
zaradi posrednih ali neposrednih poškodb DNA, za njihov nastanek pa so lahko 
odgovorni tudi epigenetski učinki (Fenech in sod., 2016). S testom mikrojeder z 
ustavitvijo citokineze lahko ugotavljamo prelome, prerazporeditve, izgubo in 
neločevanje kromosomov, amplifikacijo genov, nekrozo, ali apoptozo (Fenech, 2006). 
Poleg zaznavanja mikrojeder lahko določamo tudi prisotnost nukleoplazmatskih 
mostičkov ter jedrnih brstov, ki ravno tako nastanejo kot posledica poškodb DNA. 
Kvantifikacija jedrnih anomalij je omejena le na dvojedrne celice. Obliko dvojedrnih 
celic dosežemo, ko v samem postopku obdelave celic dodamo citohalazin B, ki zavira 
citokinezo, medtem ko kariokineza normalno nastopi, in s tem celica dobi obliko 
dvojedrnega stanja (Fenech, 2006).   
 
Mikrojedra izvirajo iz acentričnih kromosomskih fragmentov, acentričnih kromatidnih 
fragmentov ali celotnih kromosomov, ki se pri delitvi ne vključijo v hčerinsko celico. Ti 
kromosomi ali fragmenti nato ostanejo znotraj celične membrane. Prepoznamo jih po 
velikosti in obliki, saj so manjši kot glavno jedro, vendar so morfološko podobni jedrom 
po barvanju z ustreznimi barvili (Fenech in sod., 2011). 
 
Nukleoplazmatski mostički (iz angl. nucleoplasmic bridges; NPBs) nastanejo med 
anafazo, ko sta centromeri dicentričnih kromosomov potegnjeni na nasprotna pola 
celice tekom mitoze. Kadar do preloma anafaznega mostu ne pride, jedrna membrana 
obda hčerinski jedri ter anafazni most in na ta način oblikuje nukleoplazmatski 
mostiček. Nukleoplazmatski mostički se ponavadi prelomijo med citokinezo, vendar se 
lahko ohranijo, kadar je le-ta inhibirana (Fenech in sod., 2011). 
 
Jedrni brsti (iz angl. nuclear buds; NBUDs) nastanejo kot posledica amplifikacije 
genov. Amplificirana DNA je selektivno locirana na določena mesta na obrobju jedra in 
se izloči v obliki jedrnih brstov med S fazo celičnega cikla. Jedrni brsti so po obliki 
podobni mikrojedrom, le da so z jedrom povezani prek širokega oziroma ozkega peclja 
iz nukleoplazmatskega materiala (Fenech in sod., 2011). 
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Slika 6: Slika prikazuje primere celic  v testu mikrojeder: A) enojedrna celica, B) dvojedrna celica, 
C) večjedrna celica, D) nekrotična celica, E) apoptotična celica, F) dvojedrna celica z mikrojedrom, 
G) dvojedrna celica z nukleoplazmatskim mostičkom in mikrojedrom, H) dvojedrna celica z 




Za izvedbo poskusa smo v gojitvene plastenke T-25 nasadili 800 000 celic in jih 24 ur 
inkubirali pri 28 °C v vlažni atmosferi. Nato smo odstranili gojitveni medij in ga 
zamenjali s svežim, ki je vseboval določeno koncentracijo preučevanega TKI-ja, in sicer 
erlotinib (40 µM), sorafenib (4 µM),  regorafenib (3 µM), dasatinib (0,03 µM), imatinib 
mezilat (1µM) in nilotinib (20 µM). V poskus smo vključili tudi ustrezne kontrole: 
negativna kontrola – celice, ki smo jih ustrezno dolgo gojili le v gojitvenem mediju; 
kontrolo topila - celice, ki smo jih gojili v gojitvenem mediju, ki je vseboval enako 
koncentracijo topila (v primeru, ko je bilo topilo DMSO) kot je bila pri izpostavljenih 
celicah ter dve pozitivni kontroli – znan agens, ki povzroča poškodbe DNA. Za 
pozitivni kontroli smo izbrali benzo[a]piren (50 µM), ki potrebuje metabolno pretvorbo 
za genotoksično aktivnost ter etopozid (0,1 µg/mL), ki je neposredno delujoč 
genotoksičen agens. Celice smo proučevanim snovem izpostavili za 72 ur pri enakih 
pogojih kot smo celice gojili. Po končani inkubaciji smo odstranili gojitveni medij ter 
ga nadomestili s svežim medijem z dodanim citohalazinom B (2 µg/mL) in celice gojili 
pri 28 °C nadaljnjih 48 ur. Po končani inkubaciji smo gojitveni medij iz plastenk 
prenesli v centrifugirke in plastenke sprali s 1x PBS. Slednjega smo nato prenesli v 
ustrezne centrifugirke ter celice od podlage plastenke odlepili s tripsinom (0,25 %). Po 3 
minutah smo tripsin inaktivirali z dodatkom gojitvenega medija, ki je vseboval FBS ter 
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celice prenesli v ustrezno centrifugirko.  Sledilo je centrifugiranje (5 minut pri 1200 
obratih/minuto). Po končanem centrifugiranju smo odstranili supernatant ter celično 
usedlino resuspendirali v 1x PBS. Nato smo ponovili postopek centrifugiranja ter 
ponovno odstranili supernatant. Celicam v centrifugirki smo po kapljicah dodali 
hipotonično raztopino hladnega KCl (75 mM), ki je povzročil nabrekanje celic. Vse 
skupaj smo nato nežno premešali in 5 minut inkubirali pri sobni temperaturi. Sledilo je 
centrifugiranje (5 minut pri 900 obratih/minuto; 4 °C). Po končanem centrifugiranju 
smo odstranili supernatant, resuspendirali celice ter po kapljicah dodali Karnojev 
fiksativ (metanol:ocetna kislina v razmerju 3:1) in formaldehid (tri kapljice). Vsebino 
smo nežno premešali in centrifugirali (5 minut pri 900 obratih/minuto;  4 °C). Po 
centrifugiranju smo odstranili supernatant in fiksacijo s Karnojevim fiksativom ponovili 
še dvakrat. Na koncu smo 50 µL celične suspenzije prenesli na stekelca, ki so bila 
predhodno razmaščena v etru. Preparate smo zakodirali in jih pri sobni temperaturi v 
temi shranili do štetja. Mikrojedra smo ovrednotili s pomočjo fluorescenčnega 
mikroskopa (povzeto po navodilih 10G-Pos20-01, Test Mikrojeder, laboratorija GEN). 
 
Preparate smo tik pred štetjem barvali z barvilom akridin oranž (akridin-3,6-diamin; 
AO; 20 µg/mL). Akridin oranž se veže na nukleinske kisline in tako omogoči 
vizualizacijo glavnih jeder kot tudi mikrojeder (Collins, 2004). Pri našem poskusu smo 





Rezultate smo statistično obdelali s programom GraphPad Prism 8.0.0 (GraphPad 
Software, San Diego, Kalifornija ZDA). Statistično značilno razliko izmerjenih 
parametrov smo izračunali s testom chi2 (p < 0,05). 
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V magistrski nalogi smo na celični liniji izolirani iz jeter rib cebric (Danio rerio; ZFL 
celice) preučevali citotoksično in genotoksično delovanje šestih tirozin kinaznih 
inhibitorjev (TKI), in sicer erlotiniba, sorafeniba, regorafeniba, dasatiniba, imatinib 
mezilata in nilotiniba. Omenjeni TKI-ji spadajo med pogosteje uporabljena tarčna 
protirakava zdravila, ki imajo za razliko od klasičnih citostatikov bolj specifičen 
mehanizem delovanja in sicer delujejo tako, da se kompetitivno vežejo na ATP vezavno 
domeno tirozin kinaze in zmanjšajo njeno fosforilacijo ter na ta način inhibirajo 
proliferacijo rakavih celic (Lenihan in Kowey, 2013). 
 
4.1. VPLIV TKI-jev NA ŽIVOST, CELIČNI CIKEL IN GENOMSKO 
NESTABILNOST CELIC ZFL 
 
V prvem delu magistrske naloge smo s pomočjo pretočne citometrije raziskali vpliv 
izbranih TKI-jev na živost, celični cikel in genomsko nestabilnost celic ZFL. Živost 
celic smo določali z barvanjem s propidijevim jodidom, celični cikel smo proučevali z 
barvanjem s Hoechst 33342, medtem ko smo vpliv na genomsko nestabilnost raziskali z 
barvanjem z etidijevim monoazidom (EMA), ki se s fotoaktivacijo kovalentno veže na 
DNA in rdeče obarva mrtve in umirajoče celice ter z barvilom SYTOX Green, ki zeleno 
obarva kromatin v jedru in MN. Pri vseh poskusih so bile celice 72 ur izpostavljene 
trem različnim koncentracijam posameznega TKI-ja. Rezultati pridobljeni s pretočno 




Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam (10, 20 in 40 µM) erlotiniba 
(ERL) za 72 ur. Benzo[a]piren (BaP; 50 µM) in etopozid (ET; 0,17 µM) smo uporabili 
kot pozitivni kontroli. 
 
4.1.1.1 Vpliv erlotiniba na živost celic ZFL 
 
Rezultati vpliva ERL na živost izpostavljenih celic so prikazani na Sliki 7 kot povprečje 
odstotka živih celic v odvisnosti od koncentracije ERL pri treh neodvisnih poskusih. 
Razlike med celicami izpostavljenimi različnim koncentracijam ERL in kontrolo medija 
smo analizirali s Student t-testom. ** p < 0,01 je statistično značilno zmanjšanje 
odstotka živih celic v primerjavi s kontrolo medija. 
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Slika 7: Vpliv ERL (10, 20 in 40 M) na živost celic ZFL po 72 urah izpostavitve. 
 
Rezultati so pokazali, da ERL po 72 urah delovanja ni statistično značilno zmanjšal 
odstotek živih celic ZFL v primerjavi s kontrolo medija. 
 
4.1.1.2 Vpliv erlotiniba na celični cikel celic ZFL 
 
Rezultati vpliva ERL na celični cikel izpostavljenih celic so prikazani v preglednici pod 
histogramom, ki prikazuje razporeditev celic po različnih fazah celičnega cikla (Slika 
8). V Preglednici 5 so podana povprečja in standardni odkloni odstotka celic v 
posamezni fazi celičnega cikla iz treh neodvisnih poskusov. Na histogramu (Slika 8) je 
prikazana krivulja števila celic izpostavljenih najvišji koncentraciji ERL (40 µM) v 
primerjavi s kontrolo medija. Razlike med celicami izpostavljenimi različnim 















Slika 8: Histogram prikazuje vpliv ERL (40 µM) na celični cikel celic ZFL po 72-urni izpostavitvi. 
Fluorescenca prikazuje število živih celic z obarvano DNA, ki so v določeni fazi celičnega cikla. 
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Preglednica 5: Razporeditev odstotka celic v posameznih fazah celičnega cikla po 72-urni 
izpostavitvi ZFL celic ERL (10, 20 in 40 M). 
  G1 (%) S (%) G2 (%) G1 < X > G2 
(%) 
Kontrola medija 52,7 ± 18,5 25,4 ± 16,8 21,1 ± 6,3 0,9 ± 1,1 
ERL 10 µM 56,8 ± 13,3 24,2 ± 12,2 18 ± 1,7 1,1 ± 1,1 
ERL 20 µM 65 ± 17,3 18,2 ± 13,3 16 ± 5,8 0,9 ± 0,5 
ERL 40 µM 68, ± 16 17 ± 9,4 14,6 ± 10 0,2 ± 0,7 
ET (0,17 µM) 45,7 ± 12,5 23,5 ± 9,5 29,8 ± 4,9 1 ± 0,6 
 
Rezultati so pokazali, da ERL po 72 urah delovanja pri nobeni koncentraciji ni 
statistično značilno vplival na razporeditev celic po posameznih fazah celičnega cikla v 
primerjavi s kontrolo medija, vendar pa lahko opazimo trend povečanja števila celic v 
G1 fazi in na ta račun zmanjšanje števila celic v S in G2 fazi celičnega cikla. 
 
4.1.1.3 Vpliv erlotiniba na genomsko nestabilnost celic ZFL 
 
Rezultati proučevanja vpliva ERL na genomsko nestabilnost jetrnih celic ZFL so 
prikazani na Sliki 9 kot povprečje odstotka mikrojeder s STD v odvisnosti od 
koncentracije ERL pri treh neodvisnih poskusih. Razlike med celicami izpostavljenimi 
različnim koncentracijam ERL in kontrolo medija smo analizirali s Student t-testom. ** 

















Slika 9: Vpliv ERL (10, 20 in 40 M) na nastanek mikrojeder pri celicah ZFL po 72 urah 
izpostavitve. Kot pozitivno kontrolo smo izbrali benzo[a]piren (BaP; 50 µM) in etopozid (ET; 0,17 
in 0,68 µM. Rezultati so prikazani kot srednja vrednost ± STD odstotka mikrojeder glede na število 
vseh analiziranih jeder. 
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Rezultati so pokazali, da ERL po 72 urah delovanja statistično značilno ni vplival na 




Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam (1, 2 in 4 µM) sorafeniba (SOR) 
za 72 ur. Benzo[a]piren (BaP; 50 µM) in etopozid (ET; 0,17 µM) smo uporabili kot 
pozitivni kontroli. 
 
4.1.2.1 Vpliv sorafeniba na živost celic ZFL 
 
Rezultati vpliva SOR na živost izpostavljenih celic so prikazani na Sliki 10 kot 
povprečje odstotka živih celic v odvisnosti od koncentracije SOR pri treh neodvisnih 
poskusih. Razlike med celicami izpostavljenimi različnim koncentracijam SOR in 
kontrolo medija smo analizirali s Student t-testom. * p < 0,05 in ** p < 0,01 je 















Slika 10: Vpliv SOR (1, 2 in 4 M) na živost celic ZFL po 72 urah izpostavitve. 
 
Rezultati so pokazali, da je SOR pri koncentraciji 4 µM po 72 urah delovanja statistično 
značilno zmanjšal odstotka živih celic ZFL v primerjavi s kontrolo medija, vendar je 
živost celic še zmeraj v povprečju znašala 96 % glede na kontrolo medija. 
 
4.1.2.2 Vpliv sorafeniba na celični cikel celic ZFL 
 
Rezultati vpliva SOR na celični cikel izpostavljenih celic so prikazani v preglednici pod 
histogramom, ki prikazuje razporeditev celic po različnih fazah celičnega cikla (Slika 
11). V Preglednici 6 so podana povprečja in standardni odkloni odstotka celic v 
posamezni fazi celičnega cikla iz treh neodvisnih poskusov. Na histogramu (Slika 11) je 
prikazana krivulja števila celic izpostavljenih najvišji koncentraciji SOR (4 µM) v 
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primerjavi s kontrolo medija. Razlike med celicami izpostavljenimi različnim 














Slika 11: Histogram prikazuje vpliv SOR (4 µM) na celični cikel celic ZFL po 72-urni izpostavitvi. 
Fluorescenca prikazuje število živih celic z obarvano DNA, ki so v določeni fazi celičnega cikla. 
Rdeča linija in ustrezna površina histograma prikazuje kontrolno skupino celic, siva pa celice 
izpostavljene SOR. 
 
Preglednica 6: Razporeditev odstotka celic v posameznih fazah celičnega cikla po 72-urni 
izpostavitvi ZFL celic SOR (1, 2 in 4 M). 
  G1 (%) S (%) G2 (%) G1<X>G2 
(%) 
Kontrola medija 39,6 ± 15,2 45,1 ± 15,4 14,1 ± 1,3 1,2 ± 0,6 
SOR 1 µM 43,2 ± 15,6 37,3 ± 11,1 18,8 ± 5,8 0,7 ± 0,5 
SOR 2 µM 52,9 ± 11,4 30,7 ± 11,7 15,9 ± 9,1 0,6 ± 0,7 
SOR 4 µM 51,6 ± 0,3 19,4 ± 2,4 29,2 ± 2,1 -0,2 ± 0,3 
ET (0,17 µM) 34,8 ± 5,5 39,7 ± 11,1 24,2 ± 6 1,3 ± 0,2 
 
Rezultati so pokazali, da SOR po 72 urah delovanja pri nobeni koncentraciji ni 
statistično značilno vplival na razporeditev celic po posameznih fazah celičnega cikla v 
primerjavi s kontrolo medija, vendar pa lahko opazimo trend povečanja števila celic v 
G1 in G2 fazi in na ta račun zmanjšanje števila celic v S fazi celičnega cikla. 
 
4.1.2.3 Vpliv sorafeniba na genomsko nestabilnost celic ZFL 
 
Rezultati proučevanja vpliva SOR na genomsko nestabilnost jetrnih celic ZFL so 
prikazani na Sliki 12 kot povprečje odstotka mikrojeder s STD v odvisnosti od 
koncentracije SOR pri treh neodvisnih poskusih. Razlike med celicami izpostavljenimi 
različnim koncentracijam SOR in kontrolo medija smo analizirali s Student t-testom. ** 
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Slika 12: Vpliv SOR (1, 2 in 4 M) na nastanek mikrojeder pri celicah ZFL po 72 urah izpostavitve. 
Kot pozitivno kontrolo smo izbrali benzo[a]piren (BaP; 50 µM) in etopozid (ET; 0,17 in 0,68 µM). 
Rezultati so prikazani kot srednja vrednost ± STD odstotka mikrojeder glede na število vseh 
analiziranih jeder. 
 
Rezultati so pokazali, da SOR po 72 urah delovanja ni statistično značilno vplival na 




Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam (2, 3 in 4 µM) regorafeniba 
(REG) za 72 ur. Benzo[a]piren (BaP; 50 µM) in etopozid (ET; 0,17 µM) smo uporabili 
kot pozitivni kontroli. 
 
4.1.3.1 Vpliv regorafeniba na živost celic ZFL 
 
Rezultati vpliva REG na živost izpostavljenih celic so prikazani na Sliki 13 kot 
povprečje odstotka živih celic v odvisnosti od koncentracije REG pri treh neodvisnih 
poskusih. Razlike med celicami izpostavljenimi različnim koncentracijam REG in 
kontrolo medija smo analizirali s Student t-testom. ** p < 0,01 je statistično značilno 
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Slika 13: Vpliv REG (2, 3 in 4 M) na živost celic ZFL po 72 urah izpostavitve. 
 
Rezultati so pokazali, da REG po 72 urah delovanja ni statistično značilno zmanjšal 
odstotka živih celic ZFL v primerjavi s kontrolo medija. 
 
4.1.3.2 Vpliv regorafeniba na celični cikel celic ZFL 
 
Rezultati vpliva REG na celični cikel izpostavljenih celic so prikazani v preglednici pod 
histogramom, ki prikazuje razporeditev celic po različnih fazah celičnega cikla (Slika 
14). V Preglednici 7 so podana povprečja in standardni odkloni odstotka celic v 
posamezni fazi celičnega cikla iz treh neodvisnih poskusov. Na histogramu (Slika 14) je 
prikazana krivulja števila celic izpostavljenih najvišji koncentraciji REG (4 µM) v 
primerjavi s kontrolo medija. Razlike med celicami izpostavljenimi različnim 















Slika 14: Histogram prikazuje vpliv REG (4 µM) na celični cikel celic ZFL po 72-urni izpostavitvi. 
Fluorescenca prikazuje število živih celic z obarvano DNA, ki so v določeni fazi celičnega cikla. 
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Preglednica 7: Razporeditev odstotka celic v posameznih fazah celičnega cikla po 72-urni 
izpostavitvi ZFL celic REG (2, 3 in 4 M). 
  G1 (%) S (%) G2 (%) G1<X>G2 
(%) 
Kontrola medija 37,6 ± 12 44,3 ± 16,6 17,4 ± 5,4 0,7 ± 0,7 
REG 2 µM 39,4 ± 2,5 27,1 ± 20,9 34,4 ± 22,6 -0,9 ± 1,9 
REG 3 µM 49,3 ± 2,2 23,9 ± 9,9 25,9 ± 9 0,9 ± 0,8 
REG 4 µM 51,4 ± 0,4 22,8 ± 1,8 25,7 ± 2,2 0,2 ± 0 
ET (0,17 µM) 37,1 ± 6,4 34,5 ± 13,9 27,5 ± 8,2 1 ± 0,6 
 
Rezultati so pokazali, da REG po 72 urah delovanja pri nobeni koncentraciji ni 
statistično značilno vplival na razporeditev celic po posameznih fazah celičnega cikla v 
primerjavi s kontrolo medija, vendar pa lahko opazimo trend povečanja števila celic v 
G1 in G2 fazi in na ta račun zmanjšanje števila celic v S fazi celičnega cikla. 
 
4.1.3.3 Vpliv regorafeniba na genomsko nestabilnost celic ZFL 
 
Rezultati proučevanja vpliva REG na genomsko nestabilnost jetrnih celic ZFL so 
prikazani na Sliki 15 kot povprečje odstotka mikrojeder s STD v odvisnosti od 
koncentracije REG pri treh neodvisnih poskusih. Razlike med celicami izpostavljenimi 
različnim koncentracijam REG in kontrolo medija smo analizirali s Student t-testom. ** 

















Slika 15: Vpliv REG (2, 3 in 4 M) na nastanek mikrojeder pri celicah ZFL po 72 urah 
izpostavitve. Kot pozitivno kontrolo smo izbrali benzo[a]piren (BaP; 50 µM) in etopozid (ET; 0,17 
in 0,68 µM). Rezultati so prikazani kot srednja vrednost ± STD odstotka mikrojeder glede na 
število vseh analiziranih jeder. 
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Rezultati so pokazali, da REG po 72 urah delovanja ni statistično značilno vplival na 




Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam (0,015, 0,03 in 0,06 µM) 
dasatiniba (DAS) za 72 ur. Benzo[a]piren (BaP; 50 µM) in etopozid (ET; 0,17 µM) smo 
uporabili kot pozitivni kontroli. 
 
4.1.4.1 Vpliv dasatiniba na živost celic ZFL 
 
Rezultati vpliva DAS na živost izpostavljenih celic so prikazani na Sliki 16 kot 
populacije celic z obarvanimi jedri v odvisnosti od koncentracije DAS. Razlike med 
celicami izpostavljenimi različnim koncentracijam DAS in kontrolo medija nismo mogli 
statistično analizirati, saj smo lahko po izpostavitvi celic DAS izmerili le 50 % vseh 
celic, ker so bile preostale popolnoma razgrajene (Slika 16 A-C). Pri analizi rezultatov 
DAS na pretočnem citometru namreč že pri najnižji koncentraciji ni prisotna normalna 
populacija celic. Z višanjem koncentracije DAS se celice prikazane na grafih raztrosa v 
primerjavi s kontrolo medija (Slika 16 D) in pozitivnima kontrolama (Slika 16 E-F) 
začnejo pomikati v levo in izginjati. Tu lahko sklepamo na morebitno razpadanje celic 
oz. na začetek apoptoze celic.  
Slika 16: Slika prikazuje grafe raztrosa pridobljene pri analizi na pretočnem citometru: A) DAS 
0,015 µM, B) DAS 0,03 µM, C) DAS 0,06 µM, D) kontrola medija, E) benzo[a]piren 50 µM, F) 
etopozid 0,17 µM. Temno področje na sredini grafikona je glavna populacija celic, ki se pri 
koncentracijah DAS pomika v levo in izginja. 
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4.1.4.2 Vpliv dasatiniba na celični cikel celic ZFL 
 
Rezultati vpliva DAS na celični cikel izpostavljenih celic so prikazani v preglednici pod 
histogramom, ki prikazuje razporeditev celic po različnih fazah celičnega cikla (Slika 
17). V Preglednici 8 so podana povprečja in standardni odkloni odstotka celic v 
posamezni fazi celičnega cikla iz treh neodvisnih poskusov. Na histogramu (Slika 17) je 
prikazana krivulja števila celic izpostavljenih najvišji koncentraciji DAS (0,06 µM) v 
primerjavi s kontrolo medija. Razlike med celicami izpostavljenimi različnim 















Slika 17: Histogram prikazuje vpliv DAS (0,06 µM) na celični cikel celic ZFL po 72-urni 
izpostavitvi.Fluorescenca prikazuje število živih celic z obarvano DNA, ki so v določeni fazi 
celičnega cikla.  Rdeča linija in ustrezna površina histograma prikazuje kontrolno skupino celic, 
turkizno modra pa celice izpostavljene DAS. 
 
Preglednica 8: Razporeditev odstotka celic v posameznih fazah celičnega cikla po 72-urni 
izpostavitvi ZFL celic DAS (0,015, 0,03 in 0,06 M). 
  G1 (%) S (%) G2 (%) G1<X>G2 
(%) 
Kontrola medija 49,2 ± 9,8 25,6 ± 13 25 ± 10 0,2 ± 1,2 
DAS 0,015 µM 46,9 ± 5,2 26,5 ± 10,9 27,2 ± 7,9 -0,6 ± 1,6 
DAS 0,03 µM 51,7 ± 4,2 27,9 ± 5,5 20,1 ± 5,8 0,3 ± 0,1 
DAS 0,06 µM 56,9 ± 6,3 24,8 ± 5,5 17,9 ± 3 0,4 ± 0,3 
ET (0,17 µM) 42,7 ± 2,6 28,9 ± 5,1 27,9 ± 7,6 0,6 ± 0,1 
 
Rezultati so pokazali, da DAS po 72 urah delovanja ni pri nobeni koncentraciji 
statistično značilno vplival na razporeditev celic po posameznih fazah celičnega cikla v 
primerjavi s kontrolo medija, vendar pa lahko opazimo trend povečanja števila celic v 
G1 fazi in na ta račun  zmanjšanje števila celic v G2 fazi celičnega cikla. Število celic v S 
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4.1.3.3 Vpliv dasatiniba na genomsko nestabilnost celic ZFL 
 
Rezultati proučevanja vpliva DAS na genomsko nestabilnost jetrnih celic ZFL so 
prikazani na Sliki 18 kot populacije dvojno obarvanih jeder v odvisnosti od 
koncentracije DAS. Analize rezultatov vpliva DAS na genomsko nestabilnost celic ZFL 
nismo mogli učinkovito izpeljati zaradi premajhnega števila živih celic in degradirane 
DNA. Zaradi degradirane DNA smo dobili na videz ogromno število majhnih 
fragmentov DNA, ki spominjajo na mikrojedra. Iz Slike 18 je razvidno, da se pri 
skupinah celic, ki so bile izpostavljene DAS (Slika 18 A-C) pojavi populacija 
degradirane DNA, ki je pri kontroli medija ne opazimo (Slika 18 D), nekoliko pa 
spominja na mikrojedra, ki jih zaznamo pri pozitivnih kontrolah (Slika 18 F). To lahko 
razložimo pri Sliki 16, kjer smo opazovali vpliv DAS na živost celic ZFL, kjer je glavna 
populacija celic praktično izginila, kar pa bi lahko povezali z morebitnim razpadanjem 
jeder in začetkom apoptoze. Zaradi razpadanja jeder je odstotek mikrojeder pri 
posameznih koncentracijah DAS veliko večji kot bi bil sicer, saj tu ne gre za prava 
mikrojedra, temveč za razpadlo DNA, ki je nastala zaradi delovanja DAS.  
 
Slika 18: Grafi raztrosa pridobljeni pri analizi na pretočnem citometru: A) DAS 0,015 µM, B) DAS 
0,03 µM, C) DAS 0,06 µM, D) kontrola medija, E) benzo[a]piren 50 µM, F) etopozid 0,17 µM. V 
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4.1.5 Imatinib mezilat 
 
Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam (0,5, 1 in 2 µM) imatinib mezilata 
(IM) za 72 ur. Benzo[a]piren (BaP; 50 µM) in etopozid (ET; 0,17 µM) smo uporabili 
kot pozitivni kontroli. 
 
4.1.5.1 Vpliv imatinib mezilata na živost celic ZFL 
 
Rezultati vpliva IM na živost izpostavljenih celic so prikazani na Sliki 19 kot povprečje 
odstotka živih celic v odvisnosti od koncentracije IM pri treh neodvisnih poskusih. 
Razlike med celicami izpostavljenimi različnim koncentracijam IM in kontrolo medija 
smo analizirali s Student t-testom. ** p < 0,01 je statistično značilno zmanjšanje 
















Slika 19: Vpliv IM (0,5; 1 in 2 M) na živost celic ZFL po 72 urah izpostavitve. 
 
Rezultati so pokazali, da IM po 72 urah delovanja ni statistično značilno zmanjšal 
odstotka živih celic ZFL v primerjavi s kontrolo medija. 
 
4.1.5.2 Vpliv imatinib mezilata na celični cikel celic ZFL 
 
Rezultati vpliva IM na celični cikel izpostavljenih celic so prikazani v preglednici pod 
histogramom, ki prikazuje razporeditev celic po različnih fazah celičnega cikla (Slika 
20). V Preglednici 9 so podana povprečja in standardni odkloni odstotka celic v 
posamezni fazi celičnega cikla iz treh neodvisnih poskusov. Na histogramu (Slika 20) je 
prikazana krivulja števila celic izpostavljenih najvišji koncentraciji IM (2 µM) v 
primerjavi s kontrolo medija. Razlike med celicami izpostavljenimi različnim 
koncentracijam IM in kontrolo medija smo analizirali s Student t-testom. 
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Slika 20: Histogram prikazuje vpliv IM (2 µM) na celični cikel celic ZFL po 72-urni izpostavitvi. 
Fluorescenca prikazuje število živih celic z obarvano DNA, ki so v določeni fazi celičnega cikla. 
Rdeča linija in ustrezna površina histograma prikazuje kontrolno skupino celic, zelena pa celice 
izpostavljene IM. 
 
Preglednica 9: Razporeditev odstotka celic v posameznih fazah celičnega cikla po 72-urni 
izpostavitvi ZFL celic IM (0,5, 1 in 2 M). 
  G1 (%) S (%) G2 (%) G1<X>G2 
(%) 
Kontrola medija 60,8 ± 10,9 18,9 ± 12,9 19,5 ± 6,6 0,8 ± 1,4 
IM 0,5 µM 63,7 ± 12,5 19 ± 7,5 16,9 ± 5,8 0,4 ± 0,8 
IM 1 µM 67 ± 15,9 20 ± 11,4 12,1 ± 6 0,8 ± 0,9 
IM 2 µM 65,5 ± 14,6 23,5 ± 8,3 9,6 ± 8,7 1,4 ± 1,2 
ET (0,17 µM) 45,7 ± 2,5 23,5 ± 9,5 29,8 ± 4,9 1 ± 0,6 
 
Rezultati so pokazali, da IM po 72 urah delovanja pri nobeni koncentraciji ni statistično 
značilno vplival na razporeditev celic po posameznih fazah celičnega cikla v primerjavi 
s kontrolo medija, vendar pa lahko opazimo trend povečanja števila celic v G1 in S fazi 
in na ta račun zmanjšanje števila celic v G2 fazi celičnega cikla. 
 
4.1.5.3 Vpliv imatinib mezilata na genomsko nestabilnost celic ZFL 
 
Rezultati proučevanja vpliva IM na genomsko nestabilnost jetrnih celic ZFL so 
prikazani na Sliki 21 kot povprečje odstotka mikrojeder s STD v odvisnosti od 
koncentracije IM pri treh neodvisnih poskusih. Razlike med celicami izpostavljenimi 
različnim koncentracijam IM in kontrolo medija smo analizirali s Student t-testom. ** p 
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Slika 21: Vpliv IM (0,5, 1 in 2 M) na nastanek mikrojeder pri celicah ZFL po 72 urah izpostavitve. 
Kot pozitivno kontrolo smo izbrali benzo[a]piren (BaP; 50 µM) in etopozid (ET; 0,17 in 0,68 µM). 
Rezultati so prikazani kot srednja vrednost ± STD odstotka mikrojeder glede na število vseh 
analiziranih jeder. 
 
Rezultati so pokazali, da IM po 72 urah delovanja ni statistično značilno vplival na 




Celice ZFL smo izpostavili različnim koncentracijam (5, 10 in 20 µM) nilotiniba (NIL) 
za 72 ur. Benzo[a]piren (BaP; 50 µM) in etopozid (ET; 0,17 µM) smo uporabili kot 
pozitivni kontroli. 
 
4.1.6.1 Vpliv nilotiniba na živost celic ZFL 
 
Rezultati vpliva NIL na živost izpostavljenih celic so prikazani na Sliki 22 kot 
povprečje odstotka živih celic v odvisnosti od koncentracije NIL pri treh neodvisnih 
poskusih. Razlike med celicami izpostavljenimi različnim koncentracijam NIL in 
kontrolo medija smo analizirali s Student t-testom. * p < 0,05, ** p < 0,01  in *** p < 
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Slika 22: Vpliv NIL (5, 10 in 20 M) na živost celic ZFL po 72 urah izpostavitve. 
 
Rezultati so pokazali, da je NIL po 72 urah delovanja pri vseh koncentracijah statistično 
značilno zmanjšal odstotek živih celic ZFL v primerjavi s kontrolo medija. 
 
4.1.6.2 Vpliv nilotiniba na celični cikel celic ZFL 
 
Rezultati vpliva NIL na celični cikel izpostavljenih celic so prikazani v preglednici pod 
histogramom, ki prikazuje razporeditev celic po različnih fazah celičnega cikla (Slika 
23). V Preglednici 10 so podana povprečja in standardni odkloni odstotka celic v 
posamezni fazi celičnega cikla iz treh neodvisnih poskusov. Na histogramu (Slika 23) je 
prikazana krivulja števila celic izpostavljenih najvišji koncentraciji NIL (20 µM) v 
primerjavi s kontrolo medija. Razlike med celicami izpostavljenimi različnim 














Slika 23: Histogram prikazuje vpliv NIL (20 µM) na celični cikel celic ZFL po 72-urni izpostavitvi. 
Fluorescenca prikazuje število živih celic z obarvano DNA, ki so v določeni fazi celičnega cikla. 
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Preglednica 10: Razporeditev odstotka celic v posameznih fazah celičnega cikla po 72-urni 
izpostavitvi ZFL celic NIL (5, 10 in 20 M). 
  G1 (%) S (%) G2 (%) G1<X>G2 
(%) 
Kontrola medija 44,4 ± 17 32,7 ± 25,3 22,3 ± 13 0,6 ± 1,3 
NIL 5 µM 48,9 ± 12,8 33,4 ± 12,1 16,8 ± 0,7 0,8 ± 0,3 
NIL 10 µM 50,1 ± 11,6 31,7 ± 17,7 17,9 ± 7,2 0,2 ± 1,2 
NIL 20 µM 47,3 ± 4,8 33,9 ± 10,3 17,5 ± 6,1 1,3 ± 0,6 
ET (0,17 µM) 34 ± 9,7 37,9 ± 17,8 26,6 ± 9,4 1,6 ± 1,3 
 
Rezultati so pokazali, da NIL po 72 urah delovanja pri nobeni koncentraciji ni 
statistično značilno vplival na razporeditev celic po posameznih fazah celičnega cikla v 
primerjavi s kontrolo medija, vendar pa lahko opazimo trend povečanja števila celic v 
G1 in S fazi in na ta račun zmanjšanje števila celic v G2 fazi celičnega cikla. 
 
4.1.6.3 Vpliv nilotiniba na genomsko nestabilnost celic ZFL 
 
Rezultati proučevanja vpliva NIL na genomsko nestabilnost jetrnih celic ZFL so 
prikazani na Sliki 24 kot povprečje odstotka mikrojeder s STD v odvisnosti od 
koncentracije NIL pri treh neodvisnih poskusih. Razlike med celicami izpostavljenimi 
različnim koncentracijam NIL in kontrolo medija smo analizirali s Student t-testom. ** 
















Slika 24: Vpliv NIL (5, 10 in 20 M) na nastanek mikrojeder pri celicah ZFL po 72 urah 
izpostavitve. Kot pozitivno kontrolo smo izbrali benzo[a]piren (BaP; 50 µM) in etopozid (ET; 0,17 
in 0,68 µM). Rezultati so prikazani kot srednja vrednost ± STD odstotka mikrojeder glede na 
število vseh analiziranih jeder. 
 
Rezultati so pokazali, da NIL po 72 urah delovanja ni statistično značilno vplival na 
povečanje odstotka  mikrojeder glede na število vseh analiziranih jeder.  
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4.2 TEST MIKROJEDER Z USTAVITVIJO CITOKINEZE 
 
V drugem delu magistrske naloge smo raziskali vpliv izbranih TKI-jev na genomsko 
nestabilnost jetrnih celic ZFL s testom mikrojeder z ustavitvijo citokineze (CBMN test) 
po standardnem postopku. S tem smo želeli potrditi oz. preveriti rezultate pridobljene s 
pretočno citometrijo. Pri poskusu smo celice ZFL za 72 ur izpostavili različnim 
koncentracijam preučevanega TKI-ja, in sicer erlotinibu (40 µM), sorafenibu (4 µM),  
regorafenibu (3 µM), dasatinibu (0,03 µM), imatinib mezilatu (1 µM) in nilotinibu (20 
µM). Benzo[a]piren (BaP; 50 µM) in etopozid (ET; 0,17 µM) smo uporabili kot 
pozitivni kontroli. Rezultati so prikazani na Slikah 25, 26 in 27. Slika 25 prikazuje 
razmerje števila celic z mikrojedri posameznega TKI-ja glede na kontrolo medija, Slika 
26 razmerje števila mikrojeder posameznega TKI-ja glede na kontrolo medija, Slika 27 
pa prikazuje vpliv izbranih TKI-jev na jedrni delitveni indeks (iz angl. nuclear division 
index; NDI) v primerjavi s kontrolo medija. Podatke smo pridobili iz treh neodvisnih 
poskusov. Pri vsakem poskusu smo prešteli 1000 dvojedrnih celic, pri tem ovrednotili 
mikrojedra ter izračunali jedrni delitveni indeks. Razlike med celicami izpostavljenimi 
posameznim TKI-jem in kontrolo medija smo analizirali s chi2 testom. * p < 0,05; ** p 
< 0,01 in *** p < 0,001 je statistično značilno povečanje števila celic z mikrojedri oz. 
mikrojeder v primerjavi s kontrolo medija ter statistično značilno znižanje NDI v 
primerjavi s kontrolo medija. 1,5-kratno povečanje števila mikrojeder v primerjavi s 



















Slika 25: Število celic z mikrojedri/1000 dvojedrnih celic ZFL, ki so bile izpostavljene 
posameznemu tirozin kinaznemu inhibitorju (TKI). Razmerje med TKI in kontrolo medija je 
prikazano kot normalizirana vrednost. 
 
Rezultati so pokazali, da noben od TKI-jev po 72 urah delovanja ni statistično značilno 
povišal števila celic z mikrojedri pri celicah ZFL v primerjavi s kontrolo medija. 
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Slika 26: Število mikrojeder/1000 dvojedrnih celic ZFL, ki so bile izpostavljene posameznemu 
tirozin kinaznemu inhibitorju (TKI). Razmerje med TKI in kontrolo medija je prikazano kot 
normalizirana vrednost. 
 
Rezultati so pokazali, da noben od TKI-jev po 72 urah delovanja ni statistično značilno 


















Slika 27: Vpliv posameznega tirozin kinaznega inhibitorja (TKI) na jedrni delitveni indeks (NDI) 
celic ZFL. Razmerje med TKI in kontrolo medija je prikazano kot normalizirana vrednost. 
 
Rezultati vpliva posameznih TKI-jev na delitev celic ZFL so pokazali, da so SOR (4 
µM), REG (3 µM), in NIL (20 µM) po 72 urah delovanja statistično značilno znižali 
jedrni delitveni indeks pri celicah ZFL v primerjavi s kontrolo medija. 
  
 
Krapež M. Vpliv izbranih inhibitorjev tirozinskih kinaz na genomsko stabilnost ribjih jetrnih celic ZFL in vitro.  





Zaradi čedalje večjega števila in gostote prebivalstva vse več ljudi potrebuje 
zdravstveno pomoč. Skladno s tem narašča tudi količina in raznolikost zaužitih in 
pozneje izločenih zdravil (Santos in sod., 2010; Boxall, 2009). Po podatkih svetovne 
zdravstvene organizacije (WHO), so rakava obolenja vodilni vzrok smrti po vsem svetu 
(Cole in Kramer, 2016). Zaradi naraščanja števila bolnikov z rakom, narašča tudi poraba 
protirakavih zdravil. Ta se kot mešanice nespremenjenih starševskih spojin in njihovih 
metabolitov preko urina in fecesa izločajo v okolje (Isidori in sod., 2016). Najpogosteje 
pridejo v stik z okoljem preko izpustov bolnišničnih čistilnih naprav, izcednih vod na 
odlagališčih in v manjši meri preko izpustov farmacevtske industrije (Heath in sod., 
2016). Mnoge odpadne spojine so odporne na biorazgradnjo in jih običajne čistilne 
naprave ne odstranijo učinkovito (Ferrando-Climent in sod., 2014; Martin in sod., 2014; 
Orias in Perrodin, 2013; Zhang in sod., 2013). Tako se zdravila znajdejo v okolju brez 
ustrezne obdelave ter predstavljajo nevarnost za ne-tarčne organizme (Kovács in sod. 
2015). V magistrski nalogi smo raziskovali škodljiv vpliv šestih tirozin kinaznih 
inhibitorjev (TKI) na in vitro celičnem modelu jetrnih celic rib cebric (Danio rerio; 
celice ZFL). Preučevali smo citotoksično in genotoksično delovanje TKI-jev pri 
različnih koncentracijah, in sicer erlotiniba, sorafeniba, regorafeniba, dasatiniba, 
imatinib mezilata in nilotiniba. Celice ZFL smo za 72 ur izpostavili različnim 
koncentracijam TKI-jev in spremljali njihove učinke na izpostavljene celice. 
 
Najprej smo raziskali, kako izbrani TKI-ji pri različnih koncentracijah vplivajo na živost 
celic ZFL po 72 urah izpostavitve. Živost celic smo določali z barvanjem s propidijevim 
jodidom. Ugotovili smo, da so SOR (4 µM) (Slika 10), DAS (0,015, 0,03 in 0,06 µM) 
(Slika 16) in NIL (5 µM, 10µM in 20 µM) (Slika 22) značilno zmanjšali število živih 
celic ZFL glede na kontrolno skupino. 
 
Do podobnih ugotovitev o zmanjšanju števila živih celic po izpostavitvi SOR so prišli 
tudi Coriat in sod. (2012). Slednji so dokazali zmanjšanje števila preživelih celic HepG2 
(celična linija humanega hepatoma) in Hepa 1-6 (celična linija mišjega hepatoma) po 
izpostavitvi SOR, pri koncentraciji 5 mg/L. Pri celicah HepG2 je SOR znižal raven 
preživetja celic za približno 19 %, pri celicah Hepa 1-6 pa za približno 24 % v 
povprečju. Do nekoliko drugačnih rezultatov o vplivu DAS na živost celic so prišli 
Hekim in sod. (2017), ki so s pomočjo MTS testa določali citotoksični vpliv DAS pri 
celicah B16-OVA (celična linija mišjega melanoma). Celice so izpostavili različnim 
koncentracijam DAS za 48 ur, vendar niso pri nobeni testirani koncentraciji (1-10 µM) 
opazili citotoksičnega učinka. Potrebno je omeniti, da smo v naši raziskavi pri analizi 
vpliva DAS na živost celic (Slika 16) opazili izginjanje celične populacije, za kar 
predvidevamo, da je posledica zgodnje celične apoptoze, poleg tega pa smo uporabili 
celično linijo drugačnega izvora. Celično apoptozo so opazili tudi Shaker in sod. (2013), 
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ko so preučevali vpliv NIL na živost celic LX-2 (imortalizirana celična linija humanih 
stelatnih jetrnih celic). Celice so za 24 ur izpostavili NIL, in sicer 10 µM in 20 µM 
koncentraciji ter citotoksičnost testirali z barvanjem z aneksin V-fluorescein 
izotiocianatom in propidijevim jodidom. Opazili so 40 – 65 % apoptozo celic. Podobne 
rezultate, ki kažejo na zmanjšanje živosti celic po izpostavitvi NIL, smo opazili tudi v 
naši raziskavi. 
 
Drugačne rezultate o citotoksičnosti REG opisujejo Wei in sod. (2014). Različne celične 
linije CRC (človeške celične linije kolorektalnega raka) so izpostavili REG za 72 ur ter 
celično živost določili z WST-1 testom. IC50 je znašal od 3 – 6 µM, odvisno od celične 
linije CRC. Razlog za neujemajoče rezultate je lahko uporaba različnih celičnih linij, saj 
celične linije CRC sodijo med človeške celične linije rakavega izvora, medtem ko linija 
ZFL izvira iz normalnega jetrnega tkiva rib cebric. Enako lahko sklepamo glede 
rezultatov Hinermana in sod. (2004), ki so opazili citotoksičen učinek ERL pri 
koncentracijah od 1 do 50 µM na celicah SCC-015 (celična linija humanega 
ploščatoceličnega karcinoma v ustni votlini), ki so jih ERL izpostavili za 48 in 72 ur. Na 
podlagi testa MTT so opisali, da je vrednost IC50 za ERL približno 5 µM. Naši rezultati 
so pokazali, da ERL na celice ZFL ni imel citotoksičnega učinka. Razlog za razlike je 
lahko tudi vrstna specifičnost, saj so celice, ki smo jih uporabili v študiji ribjega izvora, 
medtem ko je večina celičnih linij uporabljenih v navedenih študijah človeškega izvora. 
Podobno velja tudi za raziskavo Parelle in sod. (2014), kjer so poročali o citotoksičnem 
vplivu IM na in vitro modelu celic MCF-7 in MDA-MB-231 (človeški celični liniji raka 
dojke). V raziskavi so s pomočjo MTT testa ugotovili, da je vrednost IC50 za celice 
MCF-7 po 72 urni izpostavitvi IM v povprečju 57 µM, za celice MDA-MB-231 pa 59 
µM. V tej raziskavi so bile koncentracije IM veliko višje kot tiste, ki smo jih uporabili 
mi v naši raziskavi, poleg tega pa so (kot že prej omenjeno) uporabili človeški celični 
liniji. Novak in sod. (2017) so poročali o citotoksičnem delovanju IM na celičnih 
modelih ZFL, HepG2  in HPBL (celična linija primarnih humanih limfocitov). 
Citotoksičnost na ZFL in HepG2 celicah so testirali s testom MTS, medtem ko so 
citotoksičnost na HPBL testirali z dvojnim barvanjem z akridin oranž in propidijevim 
jodidom. Po 72-urni izpostavitvi je vrednost IC50 za celice ZFL znašala 4,0 µg/mL in za 
celice HPBL 5,5 µg/mL, medtem ko so bile celice HepG2 na IM manj občutljive (IC50, 
13,8 μg/mL). Tudi v tej študiji so proučevali vpliv višjih koncentracij IM na metabolno 
aktivnost celic v primerjavi z našo raziskavo, kjer smo merili živost celic na podlagi 
prehajanja propidijevega jodida preko membrane mrtvih celic. 
  
Nadalje smo preučevali vpliv izbranih TKI-jev na celični cikel. Celice ZFL smo 
izpostavili enakim koncentracijam posameznega TKI-ja kot pri testiranju živosti. Celice 
smo po 72 urah izpostavljenosti TKI-jem fiksirali in jih nato pred analizo na pretočnem 
citometru barvali z barvilom Hoechst 33342, ki se veže na DNA. Ugotovili smo, da 
noben od proučevanih TKI-jev značilno ni vplival na razporeditev celic po fazah 
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celičnega cikla, če primerjamo rezultate na kontrolo medija. Kljub temu pa smo zaznali 
neznačilno povečanje števila celic v G1 fazi in zmanjšanje števila celic v S in G2 fazi 
celičnega cikla pri celicah, ki so bile izpostavljene ERL (Preglednica 5). Pri SOR 
(Preglednica 6) in REG (Preglednica 7) smo opazili povečanje števila celic v G1 in G2 
fazi ter zmanjšanje števila celic v S fazi celičnega cikla, medtem ko smo pri DAS 
(Preglednica 8), IM (Preglednica 9) in NIL (Preglednica 10) opazili povečanje števila 
celic v G1 fazi ter zmanjšanje števila celic v G2 fazi celičnega cikla, s tem, da smo pri 
IM in NIL opazili tudi povečanje števila celic v S fazi celičnega cikla, pri DAS pa je 
število celic v S fazi ostalo skoraj nespremenjeno. 
 
Vsi preučevani TKI-ji so povzročili neznačilno kopičenje celic v G1 fazi celičnega cikla 
celic ZFL. Kopičenje celic v G1 fazi celičnega cikla so opazili tudi Huether in sod. 
(2005), ki so preučevali vpliv ERL na celični cikel celic HCC (celična linija človeškega 
jetrnega karcinoma), Broecker-Preuss in sod. (2015), ki so preučevali vpliv SOR na 
celični cikel celic TPC-1 (celična linija papilarnega karcinoma ščitnice), Hsu in sod. 
(2017), ki so preučevali vpliv REG na celični cikel celic TSGH 8301 (celična linija 
humanega karcinoma mehurja), Guerrouahen in sod. (2010), ki so preučevali vpliv DAS 
na celični cikel različnih človeških levkemičnih celic (celične linije MV4-11, Mo7e, 
U937, THP-1, K562 ter pro–B celična linija) ter El-Hafeeza in sod. (2017), ki so 
preučevali vpliv NIL na celični cikel celic A549 (celična linija humanega pljučnega 
adenokarcinoma). 
 
Za razliko od naših rezultatov Klawitter in sod. (2009) niso opazili vpliva IM na celični 
cikel preučevanih celic. Ti so človeške imortalizirane levkemične celice K562 
izpostavili koncentraciji  0,1 µM IM ter ugotovili, da le-ta na celični cikel celic K562 ni 
imel vpliva. Tokrat so bile koncentracije uporabljene v naši študiji višje, zato težko 
primerjamo obe študiji še posebej, ker so bili poskusi izvedeni na popolnoma 
drugačnem tipu celic (tako po izvoru tkiva, tarči delovanja kot tudi vrsti izvora – 
človeška vs ribja). Kadivar in sod. (2017) so pri celicah raka dojke (MCF7, T-47D in 
MCF 10A) opisali kopičenje celic v G2/M fazi celičnega cikla po 72-urni izpostavitvi 
IM pri koncentracijah od 2 do 10 µM. Tu so bile koncentracije IM višje kot v naši 
raziskavi, poleg tega pa je potrebno omeniti, da je bil tudi čas izpostavitve celic IM 
različen, kar je zelo pomembno, saj se obe celični liniji razlikujeta po delitvenem času 
celic. Delitveni čas človeških rakavih celic dojke je približno 16-20 ur, medtem ko je 
delitveni čas celic ZFL 48-72 ur, zato težko primerjamo rezultate med seboj. 
 
V naslednjem koraku smo proučevali, ali izbrani TKI-ji delujejo genotoksično, in sicer, 
ali vplivajo na genomsko nestabilnost celic ZFL. To smo preverjali z modificirano 
različico testa mikrojeder z zaznavanjem mikrojeder s pomočjo pretočnega citometra, 
kar smo nato potrdili še s klasično metodo testa mikrojeder z ustavitvijo citokineze (kot 
je opisano v smernicah OECD 487). Pri obeh metodah smo celice izpostavili TKI-jem 
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za 72 ur. Pri različici testa mikrojeder na pretočnem citometru smo ugotovili, da noben 
od preučevanih TKI-jev nima učinka na celice ZFL. Do enakih ugotovitev smo prišli 
tudi pri klasični metodi testa mikrojeder z ustavitvijo citokineze. 
 
Literaturnih podatkov, ki bi poročali o vplivu TKI-jev na genomsko nestabilnost celic je 
malo, saj TKI-ji spadajo med dokaj nova protirakava zdravila. Nekoliko več raziskav 
opisuje genotoksičen vpliv IM na živalskih in rastlinskih celicah. Novak in sod. (2017) 
so na primer pokazali, da na nastanek mikrojeder pri celicah ZFL vpliva koncentracija 1 
µg/mL IM po 72-urni izpostavljenosti. V naši raziskavi smo ugotovili, da IM (Slika 25 
in 26) povzroči povečanje števila mikrojeder, ki pa se statistično značilno ni razlikovalo 
od kontrolne skupine. Pri testu mikrojeder z ustavitvijo citokineze smo ovrednotili tudi 
jedrni delitveni indeks (NDI) posameznega TKI-ja, ki nam pove, ali se celice delijo 
normalno, ali pa je prisoten vpliv proučevane spojine. Jedrni delitveni indeks so 
statistično značilno v primerjavi s kontrolno skupino zmanjšali SOR, REG ter NIL 
(Slika 27). Na podlagi rezultatov testa mikrojeder pridobljenih na pretočnem citometru 
in testa mikrojeder z ustavitvijo citokineze lahko zaključimo, da izbrani TKI-ji pri 
pogojih izpostavitve niso vplivali na genomsko stabilnost celic ZFL. 
 
Z magistrsko nalogo smo želeli pokazati, da lahko TKI-ji na celice ne-tarčnih 
organizmov delujejo citotoksično oz. citostatsko ter genotoksično. V nalogi se je 
izkazalo, da so imeli določeni TKI-ji (najvišja koncentracija SOR, ter vse preučevane 
koncentracije DAS in NIL) citotoksične oz. citostatske značilnosti, medtem ko noben 
zmed vseh šestih TKI-jev ni značilno vplival na celični cikel in genomsko stabilnost 
celic ZFL. Kljub temu, da genotoksičnega učinka nismo dokazali, je potrebno omeniti, 
da se lahko TKI-ji v okolju kopičijo in posledično povzročijo spremembe pri 
organizmih, ki v takem okolju živijo. Glede na to, da ima veliko zdravil podobno 
farmakologijo, je verjetno, da lahko v okolju delujejo aditivno, kar lahko poveča 
njihovo skupno strupenost in tveganje za vodne organizme. 
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Na podlagi raziskav magistrske naloge smo prišli do naslednjih sklepov: 
 
• Izmed proučevanih tirozin kinaznih inhibitorjev (erlotinib, sorafenib, 
regorafenib, dasatinib, imatinib mezilat in nilotinib) so na živost celic ZFL 
vplivali sorafenib, dasatinib in nilotinib. Rezultati potrjujejo, da so TKI-ji na 
celice ZFL delovali citotoksično oziroma citostatsko. 
 
• Noben od TKI-jev pri izbranih koncentracijah ni statistično značilno vplival na 
celični cikel celic ZFL v primerjavi s kontrolno skupino. 
 
• Z različico testa mikrojeder z zaznavanjem na pretočnem citometru smo 
pokazali, da noben izmed proučevanih TKI-jev pri pogojih izpostavitve ni 
povišal števila mikrojeder v celicah ZFL. 
 
• Z različico testa mikrojeder z ustavitvijo citokineze smo pokazali, da noben 
izmed proučevanih TKI-jev pri pogojih izpostavitve ni povišal števila 
mikrojeder, nukleoplazmatskih mostičkov in jedrnih brstov v celicah ZFL in 
tako ni vplival na genomsko stabilnost celic v primerjavi s kontrolno skupino.  
 
• Z različico testa mikrojeder z ustavitvijo citokineze smo ugotovili, da so 
sorafenib, regorafenib in nilotinib vplivali na  jedrni delitveni indeks. Jedrni 
delitveni indeks je bil v primerjavi s kontrolno skupino znižan, kar pomeni, da se 
je delitev celic upočasnila in so TKI-ji delovali citostatsko. 
 
Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko potrdimo delovno hipotezo, da določeni TKI-ji 
lahko vplivajo na živost celic ZFL.  
 
Potrdimo lahko hipotezo, da se učinki in mehanizmi delovanja posameznih TKI-jev 
razlikujejo.  
 
Hipotezo, da TKI-ji statistično značilno vplivajo na celični cikel celic ZFL smo ovrgli. 
Vpliv TKI-jev na genomsko stabilnost ZFL celic smo proučevali z dvema različicama 
testa mikrojeder. V rezultatih obeh metod ni bilo razlik, saj smo pri metodi mikrojeder z 
zaznavanjem na pretočnem citometru ugotovili, da noben od TKI-jev ni povzročil 
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Rak je ena izmed najpogostejših bolezni sodobnega časa. Zaradi čedalje večjega 
naraščanja obolelih z rakom narašča tudi poraba zdravil, ki se uporabljajo pri 
zdravljenju rakavih obolenj. Prisotnost protirakavih zdravil v vodnem okolju je vzbudila 
veliko zanimanja za njihove morebitne škodljive učinke na ne-tarčne organizme, ki 
živijo v okolju, kjer se lahko pojavljajo ostanki protirakavih zdravil. Po zaužitju zdravil 
se le-ta izločajo preko fekalij in urina v vodno okolje kot mešanice nespremenjenih 
starševskih spojin in njihovih metabolitov ter transformacijskih produktov. V vodno 
okolje vstopijo pretežno preko prečiščenih in neobdelanih bolnišničnih in komunalnih 
odpadnih vod. Starševske spojine in metaboliti so lahko podvrženi nadaljnji abiotski 
in/ali biotski transformaciji, bodisi med čiščenjem odpadnih vod, bodisi v okolju. V 
zadnjem času so raziskave osredotočene predvsem na pojav in usodo protirakavih 
zdravil, njihovih metabolitov in transformacijskih produktov v vodnih sistemih. Ostanki 
protirakavih zdravil se v vodnem okolju pojavijo na sub-ng L-1 nivoju. Ti odmerki so 
prenizki, da bi lahko neposredno ogrožali vodne organizme, vendar lahko povzročijo 
dolgotrajne zapoznele genotoksične učinke, saj lahko neposredno, ali posredno vplivajo 
na nastanek poškodb DNA. Namen magistrskega dela je bil ugotoviti, ali TKI-ji 
erlotinib, sorafenib, regorafenib, dasatinib, imatinib mezilat in nilotinib delujejo 
citotoksično in genotoksično na celice ne-tarčnih organizmov. Citotoksičen in 
genotoksičen vpliv le-teh smo raziskovali na in vitro celičnem modelu ribje jetrne linije 
ZFL (Danio rerio; celice ZFL). Vpliv na živost celic smo raziskovali z barvanjem celic 
s propidijevim jodidom in pretočno citometrijo, vpliv na celični cikel z barvanjem s 
Hoechst 33342 in pretočno citometrijo, vpliv na genomsko stabilnost pa z dvema 
različicama testa mikrojeder, in sicer s testom mikrojeder s pretočno citometrijo ter 
testom mikrojeder z ustavitvijo citokineze. Celice ZFL so bile v vseh poskusih TKI-jem 
izpostavljene 72 ur pri različnih koncentracijah posameznega TKI-ja, in sicer erlotinibu 
(10, 20 in 40 µM), sorafenibu (1, 2 in 4 µM),  regorafenibu (2, 3 in 4 µM), dasatinibu 
(0,015, 0,03 in 0,06 µM), imatinib mezilatu (0,5, 1 in 2 µM) in nilotinibu (5, 10 in 20 
µM). Pri testu mikrojeder z ustavitvijo citokineze, s katerim smo potrjevali rezultate 
dobljene s testom mikrojeder s pretočno citometrijo, so bile celice TKI-jem 
izpostavljene le eni koncentraciji in sicer erlotinibu (40 µM), sorafenibu (4 µM), 
regorafenibu (3 µM), dasatinibu (0,03 µM), imatinib mezilatu (1 µM) in nilotinibu (20 
µM). Rezultati so pokazali, da so določeni TKI-ji, in sicer sorafenib (4 µM), dasatinib 
(0,015, 0,03 in 0,06 µM) in nilotinib (5, 10 in 20 µM) značilno vplivali na živost celic 
ZFL. Po 72 urah izpostavitve TKI-ji niso značilno vplivali na celični cikel celic ZFL kot 
tudi ne na genomsko stabilnost celic ZFL pri pogojih izpostavitve.  Slednje smo potrdili 
tudi s klasično metodo testa mikrojeder z ustavitvijo citokineze. Noben izmed 
proučevanih TKI-jev ni značilno vplival na število mikrojeder, nukleoplaznmatskih 
mostičkov in jedrnih brstov, medtem ko so na jedrni delitveni indeks značilno vplivali 
sorafenib (4 µM), regorafenib (3 µM) in nilotinib (20 µM).  
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